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(57) Abstract 

A method for detecting the presence or absence of microor gan isms belonging 
to Che group which consists of bacteria and yeasts in a liquid sample (5) of a 
biological material. The method comprises placing the liquid sample (5) in a 
centrifuge tube (6a, 6b) above a gelled system (10) comprising at least (a) a first 
so-called development phase (1), i.e. a gel comprising a microorganism culture 
medium and a reagent for inducing a detectable optical measurement change in the 
presence of microorganisms, said gel being an intimate mixture of water and water- 
absorbing polymeric particles that have swelled in such a way that, in said intimate 
mixture, said polymeric particles have (a) a dry weight concentration of 0.05-0.2 
gftnl, and (0) a swollen-state diameter of 90-320 jim. the water in the intimate 
mixture being at least partially provided by said culture medium; centrifuging; and 
revealing the presence or absence of microorganisms in said liquid sample (5) at 
said first phase (1) of the gelled system (10) by means of said reagent inducing a 
detectable optical measurement change. 
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La presente invention a trait a un precede* de detection de la presence ou de 
I' absence de microorganismes appaitenant a ('ensemble des bactenes et des levures 
dans un echanullon liquide (5) d*un materiau biologique; ce precede comprend 

Introduction de 1'echanullon liquide (5) dans un tube de centrifugation (6a. 6b) au-dessus d*un systeme geiifie (10) qui comporte au moins 
(a) une premiere phase (I), dite de revelation, qui est un gel component un milieu de culture de microorganismes et un rfactif induisant 
une variation de mesure opaque detectable en presence de microorganismes. ledit gel etant un melange intime d'eau et de panicules 
polymenques absorbant Teau, qui ont ete gonflees de telle facon que dans ledit melange intime lesdites panicules polymeriques aient 
(a) une concentration en poids sec comprise entre 0,05 et 0.2 g/ml et (0) un diametre a l etax gonfle compris entre 90 et 320 nm. I'eau 
dudit melange intime provenant en totaltte ou en panie dudit milieu de culture; la centrifugation; puis la revelation de la presence ou de 
rabsence de microorganismes dans ledit echamillon liquide (5) au niveau de ladite premiere phase (I) du systeme geiifie (10). par ledit 
reactif induisant une variation de mesure optique detectable. 
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PROCEDE DE DETECTION DE MICROORGANISMES PAR 
SEPARATION ET CULTURE SUR UN SYSTEMS GEUFIE, SYSTEME 
GEUFIE ET NECESSAIRE DE DOSAGE POUR METTRE EN OEUVRE 
CE PROCEDE, UTILISATION EN MICROBIOLOGIE 



Domttine de I 'invention 

La prfsente invention a trait k un nouvcau precede pour detecter 
10 la presence ou 1' absence de microorganismes appartenant k 1' ensemble des 
bacteries et des levures. Ce precede met en oeuvre une technique de 
separation, de culture et de relation sur un meme systfeme geiifie. 

Elle concerne egalement ledit sys&me geiifie en tant que produit 
industriel nouveau, d'une part, et le ndcessaire, kit ou trousse de dosage 
15 permettant de mettre en oeuvre ledit precede, d' autre part. 

Elle concerne enfin 1'utilisation dudit precede et dudit systfeme 
geiifie en microbiologie (notamrnent en bacteriologie ou mycologie), en 
particulier dans le domaine de la detection des infections bacteriennes (plus 
particuliferement celle des infections urinaires et des septicemics). 
20 Artantirieur 

Quand on veut appr6cier la presence ou 1' absence de 
microorganismes tels que les bacteries et les levures, notamrnent selon une 
m&hode colorimetrique, on doit tenir compte des rdsultats suivants : 

- les vrais positifs (TP), 
25 - les faux positifs (FP), 

- les vrais negatifs (TN), et 

- les faux negatifs (FN). 

D'un point de vue pratique, k partir des resultats TP, FP, TN et 
FN theoriquement possibles, quatre valeurs (exprim6es en pourcentages) ont 
30 6i6 definies, k savoir : 

- la sensibility (Sen), 

- la sp6cificit6 (Spe), 

- la valeur predictive positive (PPV), et 

- la valeur predictive negative (NPV). 
35 telles que : 
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Sen = 100.TP/(TP+FN), 
Spe = 100.TN/CTN+FP), 
PPV = 100.TP/(TP+FP), et 
NPV = IOO.TN/CTN+FN), 
5 pour ^valuer le caractfere significatif ou ia pertinence des mesures. 

On sait que Ton a d6jk pr6conis6 ou utilise une technique de 
detection ou de filtration colorim&rique pour appr&ier la presence ou 
r absence de bactdries dans r urine, d'une part, et une technique de 
separation sur gel pour mettre en Evidence des agglutinate 6rythrocytaires, 
10 d'autre part. 

En ce qui concerne la detection colorimdtrique, on connait de la 
publication EP-A-0 496 409 un proc6d6 de nidation de bact£ries Gram- 
nfgatif. Ce proc6d6 comprend la filtration d'un 6chantillon biologique 
(notamment 1' urine) contenant des bactdries sur un support poreux (diamfetre 
15 des pores 0,75-1,2 pm) pour retenir les bact6ries sur ledit support, puis la 
detection des bactlries Gram-n£gatif par la reaction de leurs ddhydrogdnases 
avec un rdactif colort d'oxydo-rdduction (notamment un sel de tftrazolium 
ou la rgsazurine) en inhibant au moyen d'un agent caotrope et d'un detergent 
non-ionique du type alkyl-glucoside les reactions de reduction induites par 
20 les bactfries Gram-positif. 

En ce qui concerne la technique de filtration colorimdtrique, on 
connait notamment des tests commercialisms par la soci6td dite VTTEK 
SYSTEMS (Hazlewood, Mo.) sous les nomenclatures de "Bac-T-Screen®" 
(test semi-automatique) et de "FUtraCheck®-UTT (test manuel). 
25 La mise en oeuvre de ces tests comprend la filtration d'un 

dchantillon d* urine sur un filtre en papier imprdgnd d'un rdvflateur pour 
retenir et colorer les bactdries dventuellement pr&entes dans I'tfchantillon ; 
la filtration est rdalisde avec une difference de pression, aussi un appareillage 
relativement compliqud est requis ; la principale source d'erreurs (r£sultats 
30 FP et FN) est due & la presence possible dans Turine d'un grand nombre 
d'6rythrocytes, de leucocytes et/ou de cellules 6pith61iales Qa presence 
d'tfrythrocytes et/ou de leucocytes dans 1' urine est d£jk en soi un signe de 
dy sfonctionnement) . 

Selon la literature, voir & cet effet (a) les pages 272 (tableau 3) et 
35 274 (chapitre "Colorimetric Filtration") de 1'article de M. PEZZLO, Clin. 
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Microbiol. Rev., 1988, 1 (No 2), 268-280, et (b) la page 86 (alinEa "SystEme 
coloration filtration" ct tableaux) de Particle de F.W. GOLDSTEIN, Mid. 
Med. Infect., 1991, 21, 83-88, les tests Bac-T-Screen® et FiltraCheck®-UTI 
sont (i) rapides (1-2 minutes), (ii) efficaces quand la population bactErienne 
5 est > 10$ CFU/ml, mais (iii) insatisfaisants quand ladite population 
bactErienne est infErieure k 10^ CFU/ml. Globalement pour l'ensembie de 
ces deux tests on a selon les deux articles prEcitEs, lors de screenings 
urinaires, pour des populations bactEriennes 

* 105 CFU/ml : Sen = 93-95%, Spe = 76-77%, PPV = 32%, et NPV = 
10 97-99% ; 

£ 10 4 CFU/ml : Sen = 85-89%, Spe = 81%, et NPV = 84-86% ; et 
£ 103 CFU/ml : Sen = 76-84%, et NPV = 67-72%. 

n existe done un besoin d'amEliorer la fiabilitE des mesures pour 
des populations bactEriennes infErieures k 10 5 CFU/ml. 

15 En ce qui concerne la technique de separation sur gel des 

Erythrocytes pour apprEcier 1' agglutination Erythrocytaire on connait les 
publications FR-A-2 577 321 et EP-A-0 454 509. 

Selon FR-A-2 577 321, la formation ou la presence d'agglutinats 
Erythrocytaires sont mises en Evidence par (1) dEp6t d'un milieu liquide 

20 contenant des Erythrocytes sur un gel (i) disposE dans un tube de 
centriftigation k fond conique, et (ii) laissant passer les globules libres plus 
facilement que les agglutinats [notamment un gel commercialisE sous le nom 
de "Sephadex® G 100 Ultrafine" par la sociEtE dite PHARMACIA FINE 
CHEMICAL (Uppsala, SuEde)], puis (2) centrifugation douce. 

25 Selon EP-A-0 454 509, on opEre de fagon sensiblement analogue 

par centrifugation douce en remplagant le gel de FR-A-2 577 321 par un 
systEme gElifiE constituE par un mElange de deux gels de dextrane (voir 
notamment page 3 lignes 2-4 et page 4 lignes 6-7 de EP-A-0 454 509) : le 
produit "Sephadex® G 100 Ultrafine" prEcitE qui, k TEtat sec, se prEsente 

30 sous la forme de particules ayant un diamEtre de 20 k 50 fim, et le produit : 
"Sephadex® HP Ultrafine" qui, k TEtat sec, se prEsente sous la forme de 
particules ayant un diamEtre de 13 k 23 /on. 

Eu Egard aux indications fournies dans EP-A-0 454 509 (page 3 
lignes 2-4 et 42-43, et page 4 lignes 14-15), il semble clair que le systfcme 

35 gElifiE de EP-A-0 454 509 ne comporte qu'une seule phase. 
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Telle que ddcrite dans FR-A-2 577 321 et EP-A-0 454 509, la 
technique de separation sur gel par centrifugation n'est pas directement 
transposable & la detection de la presence ou 1' absence de microorganismes. 
En particulier les gels prtconisis, & savoir les produits "Sephadex® G 100 
5 Ultrafine" et "Sephadex® HP Ultrafine", ne permettent pas le passage des 
microorganismes tels que les bactfties et les levures lors de la centrifugation 
douce [i.e. selon Tart ant&ieur : une intensity inffcrieure ou £gale k 1500 g, 
en particulier une intensity infSrieure & 1000 g (notamment de Tordre de 
400-500 g, EP-A-0 454 509 signalant, page 4 ligne 49, une intensit£ de 
10 430 g)l ni la separation des bact&ies des autres cellules. 
But de Vinvention 

Selon Tinvention on se propose de fournir une nouvelle solution 
technique pour ddtecter dans un Ichantillon d'un matdriau biologique la 
presence ou 1' absence de microorganismes appartenant & r ensemble des 
15 bact£ries et des levures, cette nouvelle solution technique dormant des 
rdsultats plus fiables pour des populations microbiennes inf&rieures & 105 
germes/ml (dans ce qui suit on consid&era par commodity que 1 bact6rie/ml 
ou 1 levure/ml correspond approximativement & 1 CFU/ml) que les tests 
"Bac-T-Screen®" et "FiltraCheck®-UTI" pr6cit6s relatifs & revaluation des 
20 infections urinaires bactfriennes. 

Cette nouvelle solution technique met en oeuvre une technique 
particulifere de separation des microorganismes sur un systfcme g61ifi6 
contenant un milieu de culture, qui est difffcrente de celle proposte par les 
publications FR-A-2 577 321 et EP-A-0 454 509 prfcittes, et qui tfvite de 
25 mettre en oeuvre l'isolement des microorganismes sur un systfeme g£los6 
standard ou la mise en culture n6cessaire & leur multiplication, avant 
centrifugation. 
Objet de Vinvention 

Ce but est obtenu en faisant appel k un systfeme gdlifte qui s6pare 
30 sdlectivement les microorganismes 6ventuellement presents dans un 
dchantillon d'un matlriau biologique des autres composants notamment les 
cellules, les peptides et les prolines, d'une part, et qui permet la pousse 
desdits microorganismes in situ pendant la centrifugation puis le cas 6ch6ant 
aprts ladite centrifugation et leur rtvtflation, d'autre part. 
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Selon un premier aspect de r invention, on pr6conise un nouveau 
precede de detection de la presence ou de 1" absence de microorganismes 
appartenant k 1* ensemble des bacteries et des levures dans un echantillon 
liquide d'un materiau biologique susceptible de contenir des cellules autres 
5 que celles desdits microorganismes, Iedit precede, qui met en oeuvre une 
technique de separation sur gel, etant caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes consistant & : 

(1 °) faire appel & un syst&me geiifie qui (i) s^pare en fonction de leur taille 
les microorganismes, eventuellement presents dans ledit echantillon 
10 liquide et qui proviennent dudit materiau biologique, des autres 

composants solides que peut contenir ledit echantillon liquide, (ii) est 
essentiellement impermeable & 1'eau pouvant fttre prtsente dans ledit 
echantillon liquide et aux substances dissoutes eventuellement 
pr6sentes dans ledit echantillon liquide, et (iii) comporte au moins 
15 (a) une premiere phase, dite de revelation, qui est un gel comportant 

un milieu de culture de microorganismes et un r&ctif induisant 
une variation de mesure optique detectable en presence de 
microorganismes, ledit gel etant un melange intime d'eau et de 
particules polymeriques absorbant 1'eau, qui ont 6\6 gonfl6es de 
20 telle fagon que dans ledit melange intime lesdites particules 

polymeriques aient une concentration en poids sec comprise entre 
0,05 et 0,2 g/ml et un diamfetrc k I'etat gonfl6 compris entre 90 et 
320 pm, Teau dudit melange intime provenant en totality ou en 
partie dudit milieu de culture ; 
25 (2°) introduire ledit echantillon liquide dans un tube de centrifugation au- 
dessus dudit systfeme geiifie prdalablement dispose dans ledit tube de 
centrifugation ; 
(3°) centrifuger le contenu dudit tube resultant ; et, 
(4°) reveler la presence ou I' absence de microorganismes dans ledit 
30 echantillon liquide provenant dudit materiau biologique, au niveau de 

ladite premiere phase du systfeme geiifie, par ledit rdactif induisant 
une variation de mesure optique detectable. 

Si les microorganismes sont & une concentration trop faible dans 
ledit echantillon liquide, la revelation de l'etape (4°) intervient aprts 
35 multiplication des microorganismes dans ledit milieu de culture, & une 
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temperature comprise entrc la temperature ambiante et 45 °C, en au plus 24 h 
(de pr6f£rence en 1-2 h) pour les bacteries et en au plus 36 h (de preference 
en 24-30 h) pour les levurcs. 

Selon un second aspect de 1' invention, on preconise, en tant que 
5 produit industriel nouveau, ledit systfeme geiifie qui (i) separe en fonction de 
leur taille les microorganismes, eventuellement presents dans ledit 
echantillon liquide et qui proviennent dudit materiau biologique, des autres 
composants solides que peut contenir ledit echantillon liquide, (ii) est 
essentiellement impermeable k l'eau pouvant fitrc presente dans ledit 
10 echantillon liquide, et (iii) comporte au moins 

(a) une prcmifcre phase, elite de revelation, qui est un gel comportant 
un milieu de culture de microorganismes et un reactif induisant 
une variation de mesure optique detectable en presence de 
microorganismes, ledit gel etant un melange intime d'eau et de 
15 particules polymeriques absorbant Teau, qui ont ete gonflees de 

telle fagon que dans ledit melange intime lesdites particules 
polymeriques aient une concentration en poids sec comprise entre 
0,05 et 0,2 g/ml et un diamfetre & l'etat gonfie compris entre 90 et 
320 /un, Teau dudit melange intime provenant en totality ou en 
20 partie dudit milieu de culture. 

Selon encore un autre aspect de T invention, on preconise un 
necessaire, kit ou trousse de dosage comprenant notamment : 

- ledit systfcme geiifie ou les phases le constituant, et 

- le cas echeant, des souches de microorganismes de reference lyophilisees 
25 et/ou leurs milieux de culture pour permettre de realiser des echantillons- 

etalons. 

Selon enfin un autre aspect de 1' invention, on preconise 
1'utiiisation dudit precede et dudit systfcme geiifie en microbiologic, 
notamment dans (i) la detection des infections bacteriennes (en particulier 
30 teiles que les infections urinaires et les septicemics), (ii) T identification des 
souches de microorganismes, et (iii) revaluation de la resistance de souches 
de microorganismes vis-fc-vis des antibiotiques. 
Brbve description des dessins 
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Les dessins annexes joints en annexe represented de fagon 
schdmatique des tubes de centrifugation garnis chacun d'un sysftme geiifie 
scion I 1 invention : 

- la figure 1 repr&ente un tube de centrifugation, comportant un syst&me 
5 geiifie constitu6 d'une seule phase, k savoir la phase dite de revelation ; 

- les figures 2a et 2b represented un tube de centrifugation comportant un 
systfeme geiifie constitue de deux phases qui sont, du bas vers le haut, la 
phase de revelation et la phase de protection, et montr6 avant (Fig. 2a) et 
aprfes (Fig. 2b) centrifugation ; 

io - la figure 3 repr6sente un tube de centrifugation, comportant un systfeme 
geiifie constitue de deux phases qui sont, du bas vers le haut la phase de 
revelation et la phase d* absorption ; 

- les figures 4a et 4b represented un systfcme geiifie analogue & celui de la 
figure 3, qui comporte en outre la phase de protection et est vu avant 

15 (figure 4a) et aprts (figure 4b) centrifugation ; 

- la figure 5 repr&ente un tube de centrifugation, comportant un systfeme 
geiifie constitue de trois phases qui sont du bas vers le haut la phase 
barri&re, la phase de revelation et la phase d' absorption ; 

- les figures 6a et 6b represented un systfeme geiifie analogue k celui de la 
20 figure 5, qui comporte en outre la phase de protection et qui est montrf 

avant (figure 6a) et aprts (figure 6b) centrifugation ; 

- les figures 7 et 8 represented chacun un sys&me geiifie prffert selon 
rinvention ou la phase de revelation a une epaisseur faible ; 

- la figure 9 reprgsente une coupe d'un tube de centrifugation selon 
25 rinvention pourvu & son fond d'un capillaire ; et, 

- la figure 10 reprtsente une vue de face d'un autre tube de centrifugation 
selon rinvention qui est Igalexnent pourvu d'un capillaire. 

Abrivia&ons 

Par commodity, les abrogations et acronymes suivants ont 6t£ 
30 utilises dans le texte de la prtsente invention : 
Ala alanyle 
BT bleu de tetrazolium 

CFU unite formant colonie (en anglais : "colony-forming unit") 
DIC coagulation intravascular dissdminte 
35 EDTA acide ethyienediaminotetraacetique 
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FN faux nfgatifs (en anglais : "false negatives") 
FP faux positifs (en anglais : "false positives") 
Hyp hydroxyprolyle, Hyp reprfsente 3Hyp (3-hydroxyproIyle) et/ou 
4Hyp (4-hydroxyprolyle) 
5 INT iodoiutrotltrazolium 
Leu leucyle 
Lys lysyle 

MA 4-m£thylcoumarinyl-7-amino 
MUG 4-m6thyiumbelliKryl-p-D-glucuronide 
10 MW poids moteculaire 
NA P-naphtylamino 

NADH nicotinamide-adenine dinucltotide hydrog£n£ 
NBT nitrobleu de tetrazolium 

NPV valeur predictive negative (en anglais :"negative predictive value") 
15 NTC chlorure de neotetrazolium 

OM mesure optique 

Phe a-pWnylalanyle 

Phg a-pWnylglycyle 

pNA p-nitroanilino 
20 PPV valeur predictive positive (en anglais : "positive predictive value") 

Pro prolyle 

RT temperature ambiante (15-20°C) 
Sen sensibility (en anglais : "sensitivity") 
Spe spdcificite (en anglais : "specificity") 
25 TN vrais n^gatifs (en anglais : "true negatives") 
TP vrais positifs (en anglais : "true positives") 

TTC chlorure de triphenyltetrazolium 

YNB source d' azote commerrialisde sous la nomenclature commerciale 
"YEAST NITROGEN BASE" 
3 o Description ditcaUie de I 'invention 

Par "matlriau biologique" on entend ici : 
un liquide corporei humain ou animal, qui est aqueux, notamment 
T urine, le sang, le plasma, le liquide rachidien, le liquide pleural, le 
lait ; 
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une cau quelconque, notamment l'eau vive (sources, riviferes), l'eau 
stagnante (mares, reservoirs, piscines), l'eau industrielle (eau du 
robinet, eau des canalisations et circuits intervenant en particulier en 
tant que fluide thermique ou energetique, eau usee), l'eau de boisson ; 
5 - une boisson, notamment d'origine agro-alimentaire et & base d'eau telle 
que les jus de fruits, les sodas, le lait pr6cit£, le vin, la biferc ; 
un aliment d'origine animate et/ou vegetale ou une preparation 
alimentaire ; 

un extrait de plante notamment un extrait aqueux, alcoolique ou 
io hydroalcoolique, en particulier un jus de pression ou un extrait 

aqueux ; 

un produit solide ou visqueux, tel que notamment le pus, les biopsies, 
les feces, le crachat, la salive, une plante, une partie de plante, un sol, 
le sable, ledit produit pouvant contenir ou non de l'eau dans sa 
15 composition ; et, 

d'une manifere g^nfrale, l'environnement de l'homme (notamment le 
sol et l'eau prfcittfs, d'une part, et I'atmosphire ambiante, d'autre 
part) ; des exemples sont donnds ci-aprts pour revaluation de la qualite 
bacteriologique et mycologique de 1'atmosphfcre des blocs operatoires. 
20 En bref, ledit materiau biologique sera choisi parmi l'ensemble 

constitue par les liquides corporels, les aliments, les boissons et les produits 
de l'environnement (y compris les plantes et leurs extraits). 

En pratique, il est recommande mais non essentiel que ledit 
materiau biologique soit un produit aqueux ; il suffit pour mettre en oeuvre 
25 le procdd6 de detection de r invention de fagon optimale que ledit matlriau 
biologique soit transform^ (notamment par broyage, dilaceration, extraction 
et/ou addition d'eau) en un echantillon Hquide ou soit dej& sous forme liquide 
pour 6tre testd. De fagon avantageuse ledit Echantillon liquide sera un 
echantillon aqueux liquide* 
30 Par "cellule" on emend ici toute cellule biologique qui n'est pas 

une bacterie ni une Ievure. Par "materiau cellulaire" on entend ici un 
materiau choisi parmi (i) les cellules, (ii) les fragments desdites cellules 
(notamment les fragments de paroi cellulaire), (iii) le contenu desdites 
cellules log£ & l'interieur de la paroi et (iv) leurs melanges. 
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Le materiau biologique selon r invention, dans lequel on veut 
determiner la presence ou I'absence de microorganismcs, et son Ichantillon 
liquide peuvent contenir un materiau cellulaire. 

A litre d'information, l'urine d'un patient peut contenir : 
5 (A) des microorganismes en cas d' infection urinaire, tels que : 

- les bacteries Gram-negatif, notamment les Escherichia coli, Klebsiella (en 
particulier Klebsiella aerogenes, Klebsiella pneumoniae), Proteus (en 
particulier Proteus vulgaris, Proteus mirabiUs), Pseudomonas (en particu- 
lier Pseudomonas aeruginosa), Serratia (en particulier Serratia marcescens) 

10 et/ou Enterobacter (en particulier Enterobacter aerogenes), 

- les bacteries Gram-positif, notamment les Staphylococcus (en particulier 
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
saprophytics), Streptococcus (en particulier Streptococcus faecaBs, 
Streptococcus faedum), Enterococcus et/ou Corynebacterium, et/ou 

15 - les levures notamment les Candida albicans, Candida glabrata (ancienne 
nomenclature : Torulopsis glabrata), Candida tropicalis et/ou Candida 
krusei, 

qui sont susceptibles d'&tre pathog&nes (ces souches peuvent induire des 
septicemics et des DIC), d'une part ; et 9 

20 (B) un materiau cellulaire comprenant des cellules (en particulier 
Erythrocytes, leucocytes et/ou cellules epitheiiales), des enzymes cellulaires 
(en particulier urokinase urinaire, leucocyte esterase et/ou phosphatase), des 
antibiotiques pouvant perturber ou fausser la detection des microorganismes 
presents dans l'urine), des peptides, des proteines, des pigments et/ou des 

25 fragments de paroi cellulaire, d' autre part. 

Selon 1' invention, on va faire migrer, & travers le systfeme geiifie, 
les particules non dissoutes dans l'echantillon liquide dudit materiau 
biologique, de fa?on & Sparer en fonction de leur taille les microorganismes 
des autres composants solides et non dissous provenant dudit materiau 

30 biologique par centrifiigation, d'une part, puis on va en general faire pousser 
in situ lesdits microorganismes, d' autre part, afin de les detecter. 

Par "rfactif induisant une variation de mesure optique detectable" 
(autre nomenclature : M r6actif colorimetrique"), on entend ici un produit qui, 
en presence d'un microorganisme appartenant & 1* ensemble des bacteries et 

35 des levures, provoque une variation de OM appreriee soit & 1'oeil nu soit au 
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moyen d'un colon mfetre. En d' autre termc le rgactif changeant de couleur en 
presence de microorganismes induit un changement de couleur dans le 
spectre visible ou un changement de fluorescence ou de luminescence 
notamment dans le domaine UV. 
5 Un tel "rtfactif colorimdtrique" peut-£tre (i) un indicateur colorf 

de pH, tel que le rouge de phlnol, (ii) un indicateur color6 d'oxydo- 
r£duction, tel que notamment le dichloroindophdnol, la r£sazurine ou un sel 
de t&razolium (par exemple BT, INT, NBT, NTC ou TTC), (iii) un substrat 
chromogine, tel que H-I^Ala-pNA, H-L-Leu-pNA, H-L-Phe-pNA, H-L- 

10 Pro-pNA, H-L-Lys-pNA, H-L-Hyp-pNA, un substrat fluorogine, tel que H- 
L-Ala-NA, H-L-Leu-NA, H-L-Phe-NA, H-L-Pro-NA, H-L-Lys-NA, H-L- 
Hyp-NA f H-L-Ala-MA, H-L-Leu-MA, H-L-Phe-MA, H-L-Pro-MA, H-L- 
Lys-MA, H-L-Hyp-MA, MUG phosphate, (iv) un substrat clivable par une 
osidase des microorganismes telle que la (3-D-glucosidase ou mieux la (5-D- 

15 galactosidase, ou (v) un substrat chimioluminescent, tel un composl de 
luci&rine. 

Les indicateurs color6s d'oxydo-r&iuction sont principalement des 
composes oxydants qui rtvfclent la presence de microorganismes par reaction 
avec au moins une substance rtductrice provenant desdits microorganismes, 
20 telle que notamment NADH et les dehydrogenases. Le mlcanisme est 
analogue k celui illustrf ci-aprts pour la rfsazurine : 

rtsazurine + NADH r6sorufine + NAD+ 

25 Les substrats chromogfenes et fluorogfenes que Ton prtftre selon 

I'invention, & savoir H-L-Ala-pNA, H-L-Leu-pNA, H-L-Phe-pNA, 
H-L-Pro-pNA, H-L-Lys-pNA, H-L-Hyp-pNA, H-L-Ala-NA, H-L-Leu-NA, 
H-L-Phe-NA, H-L-Pro-NA, H-L-Lys-NA et H-L-Hyp-NA sont cliv£s par 
les aminopeptidases produites par les microorganismes. D'autres substrats 

30 pepddiques clivables par lesdites aminopeptidases, qui sont ddcrits dans la 
demande PCT publide WO-A-90/03726, sont 6galement utilisables dans la 
pr&ente invention. 

Comme indiqud ci-dessus le syst&me gdlifid selon 1' invention, qui 
intervient & 1'ftape (1°) du procdde pr6conis£, comporte au moins une 

35 couche geiifiee, & savoir la "phase de rtvdlation" dgalement ddsignte ici par 
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commodity "premiere phase" ou "premiere couche". La phase de revelation 
est constitude d'une substance polymdrique (notamment du type dextrane ou 
analogue) pr&dablement gonfiee avec de I'eau de fagon k former un gel 
retenant dans sa masse (ou au niveau de sa face inferieure pour les plus 
5 grosses particules), lors de la centrifugation, les particuies non solubles 
contenues dans ledit echantillon liquide et ayant une taille se situant entre 0,5 
et 8 fim. 

II est important que, & I'etat gonfie, ladite substance po!ym6rique 
de la phase de revelation soit & une concentration en poids sec de 0,05 & 0,2 
10 g/ml (de preference & une concentration de 0,1 g/ml) et se presente (dans le 
gel) sous la forme de particules gonfl&s ayant un diam&tre de 90 & 320 /un, 
pour retenir dans sa masse ou au voisinage de sa face inferieure les bacteries 
(longueur : 0,5 & 5 fim ; diamfetre : 0,1 & 2 /xm) et la majeure partie des 
levures (diamfetre : 5 & 12 /on) mais ne pas retenir les cellules. 
15 De fa^on pratique, la substance polym&ique de la phase de 

r£v£lation sera prgalablement gonfiee avec le milieu de culture destine & la 
pousse des microorganismes, ledit milieu de culture contenant le reactif 
colorimetrique precite induisant une variation de OM. 

Le syst&me geiifie selon 1' invention peut en outre comporter pour 
20 la mise en oeuvre de retape (1 °) du procede preconise 

(b) une seconde phase, dite d' absorption, essentiellement imper- 
meable & I'eau pouvant fttre presente dans ledit echantillon liquide 
et aux substances qui y sont dissoutes, qui retient dans sa masse 
les particules non solubles contenues dans ledit echantillon liquide 
25 et ayant une taille inferieure ^ 5 fim mais laisse passer les 

particules ayant une taille superieure ou egale h. 5 jim lors de la 
centrifugation, et qui est constituee (i) d'un gel ou (ii) de 
particules de silice ou de silicate ayant une granulomere 
inferieure & 0,1 pm, ladite seconde phase reposant sur ladite 
30 premiere phase, ledit melange intime etant essentiellement 

impermeable & I'eau pouvant fetre presente dans ledit echantillon 
liquide. 

Selon une variante de realisation, la "phase d'absorption" ou 
"deuxifeme phase" ou encore "deuxifcme couche" est un gel consume par un 
35 melange intime d'eau et de particuies polymeriques absorbant I'eau, qui ont 
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6X6 gonfltes de telle fagon que dans ledit melange intimc lesdites particules 
polymlriques aient (a) une concentration en poids sec comprise entre 0,2 et 
1 g/ml et (p) un diamfetre k l'6tat gonfte compris entre 160 et 530 pm. 

Dans ce cas la phase d'absorption est constitute d'une substance 
5 polymdrique (notamment du type dextrane ou analogue) prtelablement 
gonflte avec de l'eau de fa?on k former un gel, comme ladite premiire 
phase, mais de fagon k retenir dans sa masse (ou au niveau de sa face 
inflrieure pour les plus grosses particules), Iors de la centrifugation, les 
particules non solubles contenues dans ledit tehantillon liquide et ayant une 

10 taille plus faible se situant entre 0,1 et 0,5 /xm, d'une part, et les particules 
non solubles ne traversant pas ladite premifere phase (i.e. taille infdrieure k 
5 jim), d'autre part. 

Selon une autre variante, la phase d'absorption est une couche 
particulaire constitute d'une matifcre min6rale, microniste de fagon k avoir k 

15 l'6tat sec une granulomdtrie inflrieure k0 9 l pm, d'une part, et ne gonflant 
essentiellement pas en presence d'eau, d'autre part. Cette matifcrc min£rale 
sera avantageusement choisie parmi r ensemble constituE par la silice 
(notamment le sable, le quartz ou le verre) et les silicates tels que les 
aluminosilicates. Parmi les silicates, on recommande plus particuliferement le 

20 kaolin qui est une argile non gonflante en presence d'eau. 

On a en effet constats que les substances minfrales telles que la 
silice et le kaolin ayant une granulom6trie inffrieure k 0,1 pm permettent le 
passage des microorganismes et retiennent l'eau ainsi que les substances 
dissoutes susceptibles d'fttre prteentes dans ledit tehantillon liquide. 

25 Ainsi la phase d'absorption va emp&cher le passage des particules 

solides non dissoutes dans ledit tehantillon liquide telles que l'hgmoglobine, 
les pigments (notamment les pigments urinaires quand on cherche k ddtecter 
la presence ou 1' absence de microorganismes dans 1' urine en cas d* infection 
urinaire), les enzymes, les inhibiteurs, et va retenir les particules non 

30 dissoutes comme les fragments de cellules lystes. A titre d'exemple, ces 
fragments sont retenus aprfes traitement avec un agent lytique ou en presence 
d'un agent lytique. Cet agent lytique peut Stre un detergent tel que la 
saponine pour la lyse des Erythrocytes. 

D est important que, (1) ladite substance polymdrique de la phase 

35 d'absorption, k Vital gonfld, soit k une concentration en poids sec de 0,2 k 
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1 g/ml (dc preference k une concentration de 0,35 g/ml) et se pndsente (dans 
le gel) sous la forme de particules gonfiees ayant un diametre de 160 k 
530 tint, et que (2) les particules migrates telles que la silice et le kaolin 
micronisds aient un diamfctre homogfcne. 

5 Quand elle est prfsente dans ledit systfeme geiifie, ladite seconde 

phase renferme avantageusement une ou plusieurs substances inhibant les 
eventuels contaminants ou lysant les cellules (notamment les erythrocytes 
et/ou les leucocytes) et/ou eliminant les lipides (cas de la clarification des 
echantillons de lait k tester), qui sont contenus dans ledit echantillon liquide 

10 provenant dudit materiau biologique et susceptibles d'interferer k 1' 6 tape (4°) 
en rdagissant avec ledit rgactif induisant une variation de mesure optique 
detectable en presence de microorganismes. 

Quand ladite seconde phase n'est pas presente dans le systfeme 
geiifie de I 1 invention, il est recommande que la ou lesdites substances 

15 (inhibitrices, lysantes et/ou eliminantes) soient incluses dans ladite premiere 
phase. 

Le systfeme geiifie selon Tinvention peut en outre comporter pour 
la mise en oeuvre de 1'etape (1°) du procede prfconise 

(c) une troisieme phase, dite barrifcre, infranchissable lors de la 
2 o centrifugation de retape (3 °), par les microorganismes 

eventuellement presents, ladite troisieme phase etant dispos£e sous 
la premiere phase de telle fe?on que ladite premiere phase repose 
sur ladite troisieme phase. 

Ladite troisieme phase (ou "troisieme couche") est soit une 
25 paraffine soit un gel d'une substance polymerique. Quand elle est une 
paraffine, il s'agit d'une paraffine solide fondant k une temperature 
superieure k la temperature de multiplication oes microorganismes, par 
exemple : 

une paraffine fondant k une temperature superieure ou egale k 30°C, 
30 quand la culture pour la pousse des microorganismes intervenant k 

retape (4°) est rtalisee k RT, 

une paraffine fondant k une temperature superieure ou egale k 45°C, 
quand la culture pour la pousse des microorganismes intervenant k 
retape (4°) est rfalisee k 37°C, ou 
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une paraffine fondant a unc temperature superieure ou egale a 50-55 °C, 
quand la' culture pour la pousse des microorganismes intervenant a 
I'etape (4°) est realisee a 45°C. 

De preference, on fera appel a une paraffine fondant a une 
5 temperature superieure ou egale a 50°C qui sera introduite a I'etat fondu 
dans le tube de centrifugation. 

Quand la phase barriere est un gel, ledit gel sera consume par un 
melange intime d'eau et de particules polymeriques absorbant I'eau, qui ont 
6t6 gonflees de telle facon que dans ledit melange intime lesdites particules 
10 polymeriques aient (a) une concentration en poids sec comprise entre 0,04 et 
0,2 g/ml et (p) un diametre a I'etat gonfle compris entre 30 et 130 fim. 

Ledit gel est constitue d'une substance polymerique (notamment 
du type dextrane ou analogue) prealablement gonflee avec de l'eau de facon 
a former un gel, comme ladite premiere phase, mais de facon a retenir dans 
15 sa masse ou au niveau de sa face superieure, lors de la centrifugation, les 
particules non solubles, contenues dans ledit echantillon liquide et ayant une 
taille plus importante (i.e. taille superieure ou egale a 5 ou 8 Mm). 

Ainsi la phase barriere va retenir a sa surface superieure (cas de la 
paraffine solide) ou dans sa masse (cas du gel) les cellules, notamment les 
20 erythrocytes ayant en moyenne une taille de 5-8 nm, les leucocytes ayant en 
moyenne une taille de 10-12 /un, les cellules epitheiiales (en particulier dans 
le cas de 1' urine) ayant en moyenne une taille de 20-50 jim, les cylindres 
ayant en moyenne une taille superieure a 40 /im, les cristaux ayant en 
moyenne une taille de 20-200 pm, les fragments de paroi cellulaire 
25 (notamment, lorsque les cellules auront ete lysees lors de la traversee, durant 
la centrifugation, de la premiere phase ou de l'ensemble deuxieme 
phase/premiere phase). 

De facon pratique, quelle que soit la nature de la phase barriere, 
les particules solides contenues dans ledit echantillon liquide vont se repartir 
30 selon un gradient : les plus petites (i.e. les moins lourdes d'entre elles) au- 
dessus des plus grandes (i.e. les plus lourdes d'entre elles). 

Quand le systeme geiifie ne comportc pas la phase barriere, il est 
important que ledit systeme geiifie soit dispose dans un tube de 
centrifugation a fond conique (comme envisage dans les documents FR-A-2 
35 577 321 et EP-A-0 454 509 precites) ou a fond pourvu d'un capillaire. Dans 
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ce cas, la repartition des particules solides les plus lourdes est rdaliste au 
fond du tube de centrifugation comme indiqul ci-dessus, les micro- 
organismes etant disposes juste au-dessus des cellules. 

II est important que, & Tetat gonfie, ladite substance polymdrique 
5 du gel de la phase barrifcre soit & une concentration en poids sec de 0,04 k 
0,2 g/ml (de preference & une concentration de 0,14 g/ml) et se prgsente sous 
la forme de particules gonftees ayant un diamfetre de 30 & 130 jim. 

Quand la phase barrifere est pr&ente dans le systfeme geiifie selon 
Tinvention, ledit systfeme geiifie peut fitre logt dans un tube de centrifugation 
10 quelconque, notamment un tube & fond rond ou spherique. 

La presence de la phase d'absorption est avantageuse en ce sens 
qu'elle permet d*6viter que le liquidc (principalement Teau) dudit echantillon 
liquide soit en contact avec la phase de revelation avant et aprfes la 
centrifugation. 

15 La presence simultanee de la phase d' absorption et de la phase 

barrifere est avantageuse en ce sens qu'elle autorise l'utilisation d'unc phase 
de revelation de faible epaisseur. Par suite les microorganismes presents 
dans la masse ou au niveau de la face inferieure de ladite phase de revelation 
seront plus concentres dans un volume donnd et par suite plus facilement 
20 detectables lors de la revelation colorimetrique (soit k Toeil nu soit au moyen 
d'un colorimfctre). 

Le systfeme geiifie selon Tinvention qui comprend ladite premiere 
phase seule ou associee avec au moins Tune desdites seconde phase et 
troisifeme phase est impermeable au liquide dudit echantillon liquide. Lors de 
25 la centrifugation, ledit liquide et les ingredients qui y sont dissous ne 
traversent pas ledit systfcme geiifie, en revanche les ingredients non dissous 
dans ledit echantillon liquide migrent dans 1' epaisseur dudit systfeme geiifie et 
sont separes en fonction de leurs tailles comme explique ci-dessus. 

Le syst&me geiifie selon Tinvention peut en outre comporter pour 
30 la mise en oeuvre de T 6 tape (1 °) du precede prtconise 

(d) une quatrifeme phase, dite de protection, qui (i) est une huile inerte 
de densite inferieure & celle de Teau, de preference une huile de 
paraffine, (ii) avant centrifugation, repose sur ladite premifcre 
phase en T absence de la seconde phase, ou ladite seconde phase 
35 quand celle-ci est prgsente dans ledit systfcme geiifie, et (iii) aprts 
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ccntriftigation selon l'Aape (3°), repose sur l*eau dudit dchantillon 
liquide. 

L' huile de la phase de protection est ndcessairement inerte vis-i- 
vis des constituants du systfeme g&iffc et des composants de I'&hantillon 
5 liquide. On recommande plus particulifcrement une huile qui fond k une 
temperature inferieure k RT et qui a un point d' Ebullition supdrieur k 50°C 
voire supdrieur k 55°C Convient en particulier une huile de paraffine. de 
fagon pratrique, on introduira un volume de 0,25 k 1 ml de la phase de 
protection dans un tube de centrifugation de 5 ml. 

10 Selon rinvention, la phase de protection remplit avantageusement 

deux fonctions : elle 6vite la ddshydratation et la contamination du syst&me 
g6Iifi6, lors du stockage, d'une part, et elle permet de ne pas ddgrader, lors 
de Tintroduction dudit dchantillon liquide dans le tube de centrifugation par 
coutee, la couche dudit systfeme g61ifi6 sur laquelle elle repose, d'autre part. 

15 On recommande de fagon prffdrfe, k I'tftape (1°) de faire appel 

soit k un systfeme gllifil comprenant, de haut en bas, dans un tube de 
centrifugation k fond conique : 

- ladite quatriimc phase, 

- ladite seconde phase, et 
20 - ladite premfere phase, 

soit k un systfcme gdiffc comprenant, de haut en bas, dans un tube de 
centrifugation k fond rond ou sphlrique : 

- ladite quatrifeme phase, 

- ladite seconde phase, 
25 - ladite premiere phase, et 

- ladite troisifeme phase, 

soit k un systfeme gllifil comprenant, de haut en bas, dans un tube de 
centrifugation dont le fond est un capillaire : 

- le cas 6ch6ant, ladite quatrifeme phase et/ou, ladite seconde phase, et 
30 - dans le capillaire, ladite premiere phase. 

La centrifugation de l'tape (3°) est une centrifugation sup&ieure 
* 500g et se situant dans l'intervalle de 1000 g k 5000 g (soit appro- 
ximativement, selon les dispositifs de centrifugation usuels, k une vitesse 
angulaire de 2200 k 4500 tours/minute). Cette centrifugation a une durte 
35 d'au moins 5 minutes et de preference une durte de 10 k 30 minutes. De 
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fa?on avantageuse, la centrifugation selon 1" invention sera r^alisfe k 2000- 
4000g pendant IS minutes. 

Ladite centrifugation selon 1' invention est en general effectu£e k 
RT. On peut, si cela est requis, realiser ladite centrifugation k une 
5 temperature comprise entre RT et 45°C (de preference entre RT et 37°C), 
c'est-k-dire k une temperature analogue k celle de la culture pr£vue k l'etape 
(4°) pour la pousse des microorganismes pouvant fttre presents dans ledit 
echantillon liquide, mais l'utilisation d'une temperature superieure k RT 
n'est pas essentielle pendant la centrifugation. 
10 Quand la phase de protection est prgsente dans le systfeme geiifie 

de r invention, le liquide dudit echantillon liquide migre k travers ladite 
phase de protection au cours de la centrifugation ; aprfes ladite centrifugation 
ledit liquide ddpourvu des constituants solides non-dissous qui ont Igalement 
migre se trouve situe entre ladite phase de protection et la phase d* absorption 
15 (si celle-ci est prlsente) ou la phase de revelation (en 1' absence de la phase 
d' absorption dans ledit systfeme geiifie). 

La revelation prtvue k I' 6 tape (4°) intervient pendant la centri- 
fugation, d'une part, et le cas echeant aprfcs culture des microorganismes k 
une temperature comprise entre RT et 45 °C, d 1 autre part. La duree de la 
20 culture requise pour la pousse des microorganismes est en general fonction 
de la concentration initiate desdits microorganismes (bacteries et/ou levures) 
dans ledit echantillon liquide. 

En pratique, pour un echantillon liquide ayant une concentration 
initiate en bacteries inferieure au seuil de detection (i.e. 10 3 germes/ml), il 
25 faut prevoir une duree de culture d'au plus 24h (de preference une duree de 
l-2h), sauf pour les souches de Staphylococcus aureus qui ont une 
multiplication relativement lente (pour lesdites souches de Staphylococcus il 
faut compter environ 24 h de culture). 

Pour un echantillon liquide ayant une concentration initiate en 
30 levures inferieure au seuil de detection (i.e. 10 3 germes/ml), il faut prfvoir 
une duree d'au plus 36 h (de preference une duree de 24-30 h). Pour 
favoriser la detection desdite levures, il est recommande d'incorporer un 
antibacterien tel que decrit dans le document WO-A-90/03726 prtcite, 
notamment la gcntamycine, dans la phase d'absorption et/ou la phase de 
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rdvdlation, afin d'inhiber la croissance des bactgries ou de ddtruire lesdites 
bactdries. 

Le milieu de culture utilise pour gonfler la phase de rdvdlation 
comporte une source de carbone, une source d'azote et des oligo£16ments, 
par exemple une peptone (5 k 20 g/1), un sucre (1 k 20 g/1, de preference 
5 g/1), un extrait de levure (1 k 5 g/1) et des vitamines (10 k 20 ml) avec un 
tampon pour stabiliser le pH k une valeur se situant entre 6,0 et 8,0. Pour les 
bact&ies, ce milieu est constitu6 par un exemple d'un bouillon coeur-cervelle 
additionnd d'un sucre. Pour les levures ce milieu peut fttre soit identique k 
celui des bact£ries soit different, par exemple : un milieu YNB+ glucose, un 
milieu Sabouraud, un milieu YNB+ maltose (qui sont ddcrits dans WO-A- 
90/03726 prfcitf). 

Pour les bactdries Gram-n£gatif, on utilisera avantageusement 
comme milieu de culture le bouillon coeur-cervelle + sucre contenant en tant 
que rdactif pr6f6r6 induisant une variation de mesure optique detectable : 
la rdsazurine, k la concentration finale de 0,05 g/ml (0,2 mM), 
le rouge de phenol, k la concentration finale d'environ 0,065 g/ml (0,17 
mM), 

le substrat chromogfene H-L-Ala-pNA, k la concentration finale 

d'environ 0,50 g/1 (2 mM), ou 

le substrat fluorogfene H-L-Ala-NA (environ 2 mM), 
ce milieu 6tant tamponn6 k pH 6,5-8,0 au moyen d'un tampon phosphate ou 
Tris (0,1 M), et pouvant contenir le cas dchgant : 

un activateur appartenant k 1' ensemble des cations divalents, notamment 

Mg2+, Ca2+ ou Mn^+ (par exemple une solution de MnCl2 ou 

MnS04 * 30 mg/1 environ), 

un rgactif de diazotation tel que le p-dim^thylaminocinnamalddhyde ou 
le Fast Blue BB, et/ou 

un ou plusieurs inhibiteurs des reactions parasites lides notamment k la 
presence d 1 enzymes dans ledit dchantillon liquide k tester (par exemple 
dans le cas du screening des urines : I'aprotinine pour inhiber 
I* urokinase urinaire et l'EDTA pour inhiber les phosphatases). 

Le ou les inhibiteurs peuvent en pratique Stre disposes dans la 
phase de r6v£lation et/ou la phase d' absorption. 
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Pour les bacteries Gram-positif, on utilisera avantageusement le 
milieu ddcrit ci-dessus rclativement aux bacteries Gram-negatif avec comme 
rtactif prtftrt induisant une variation de mesure optique detectable : 
la i&azurine k la concentration finale d' environ 0,05 g/mi, 
5 - le substrat chromogfene H-L-Leu-pNA k la concentration finale 
d'environ 2 mM, ou 

le substrat fluorog&ne H-L-Leu-NA k la concentration finale de 2 mM, 
le pH etant tamponne k 6,0-8,0, ledit milieu pouvant comporter le cas 
echeant un activateur, un r&ctif de diazotation et/ou un ou plusieurs 
10 inhibiteurs comme indiqu6 ci-dessus. 

Pour les levures, on utilisera avantageusement un milieu 
YNB+ sucre tamponne k pH 6,5-8,0, avec comme rtfactif pn6fdr€ induisant 
une variation de mesure optique detectable, le substrat chromog&ne H-L-Pro- 
pNA ou un substrat Equivalent, un inhibiteur essenriel etant un antibiotique 
15 tel que la gentamycine, la streptomycine ou le chloramphenicol pour inhiber 
la croissance des bacteries. Ledit inhibiteur essentiel peut egalement dtre 
pr6sent dans la phase d'absorption. 

D'autres avantages et caracteristiques de 1' invention seront mieux 
compris k la lecture de la description qui va suivre des dessins et d'exemples 
20 de realisation. Bien entendu rensemble de ces elements n'est nullement 
limitatif mais est donne k titre d' illustration. 

Le systfeme geiifie 10 selon 1' invention est loge dans un tube de 
centrifugation k fond conique 6a, it fond spherique 6b ou k fond pourvu d'un 
capillaire 6c. Ledit systfcme geiifie 10 comprend au moins une couche, k 
25 savoir la phase de revelation I qui est un gel prealablement gonfie au moyen 
d'un milieu aqueux de culture de microorganismes, et le cas echeant une ou 
plusieurs autres couches, k savoir la phase d'absorption 2 qui est soit un gel 
prealablement gonfie avec de 1'eau et pouvant contenir un ou plusieurs 
inhibiteurs (tels que I'aprotinine et l'EDTA), soit une couche particulaire 
30 (silice ou kaolin) micronisee k une granulomere inferieure k 0,1 jtm, la 
phase barrifere 3 qui est un gel prealablement gonfie avec de l'eau ou une 
couche de paraffine solide dans les conditions de centrifugation et de culture, 
et/ou la phase de protection 4 qui est une couche de paraffine liquide dans 
lesdites conditions. 
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La figure 1 a trait & un systfeme geiifie 10 seion 1* invention 
comportant urie seule couche, la phase de relation 1, logee dans un tube de 
centrifugation & fond conique 6a. L'dchantillon liquide 5 est verse au-dessus 
de ladite phase de revelation 1. Par centrifugation les particules non 
5 dissoutes dans Iedit echantillon liquide migrent dans l'dpaisseur de la phase 
de relation, en revanche Ie liquide dudit echantillon liquide 5 et les 
ingredients dissous ne traversent pas la phase de relation. Apits ladite 
centrifugation, les particules les plus grosses qui sont les plus lourdes se 
trouvent rgparties au fond du tube 6a en fonction de leurs tailles, au fond les 

10 cellules et, au-dessus desdites cellules, les microorganismes qui sont situ£s 
au voisinage de la partie inferieure de la phase de revelation 1. 

Le systfeme geiifie selon la figure 1 donne de bons r6sultats, 
cependant il n'est pas totalement satisfaisant en ce sens que le gel de la phase 
de rtveiation 1 (i) est au contact dudit echantillon liquide 5 pendant la 

15 centrifugation et la culture, et (ii) peut par suite fetre dilue par ledit 
echantillon liquide S. 

Les figures 2a et 2b ont trait au mfcme systfeme geiifie 10 avant 
(fig. 2a) et aprfes (fig. 2b) centrifugation. Par rapport au systfeme geiifie de la 
figure 1, le systfcme geiifie des figures 2a et 2b comporte en outre une 

20 couche d'huile (paraffine liquide) constituant la phase de protection. On 
verse dans le tube 6a la phase de revelation 1 puis la phase de protection 4, 
procfede & une centrifugation (2000-3000 g pendant 10-20 minutes) pour 
tasser ledit systfcme geiifie 10. On verse ensuite dans le tube 6a echantillon 
liquide 5 & tester. Ledit echantillon liquide 5 se repartit au-dessus de la phase 

25 de protection 4 (voir figure 2a) avant centrifugation. 

Lors de la centrifugation ledit echantillon liquide 5 migre & travers 
la phase de protection 4 avec les ingredients solubles qu'il contient. Ses 
particules solides migrent & travers la phase de revelation l f les plus lourdes 
desdites particules se repartissent au fond du tube comme indique ci-dessus 

30 pour la figure 1. Aprts centrifugation, le liquide de 1' Echantillon liquide 5 est 
situe entre la phase de protection 4 et la phase de revelation 1 (voir figure 
2b). 

Le systfcme geiifie des figures 2a et 2b est certes meilleur que 
celui de la figure 1, il presente neanmoins T inconvenient d'un contact de 
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l'echantillon liquide 5 avec la phase de revelation 1 apres centrifugation 
pendant 1' 6 tape dite de culture. 

La figure 3 a trait a un systeme geiifie 10 selon 1' invention 
comprenant deux couches : la phase de revelation 1 et la phase d' absorption 
5 2. On verse dans le tube de centrifugation a fond conique 6a la phase de 
revelation 1 puis la phase d' absorption 2, centrifuge (1000-3000 g pendant 
10-20 minutes) pour tasser ledit systeme geiifie 10. On verse ensuite dans le 
tube 6a l'echantillon liquide 5 a tester. Ledit echantillon liquide 5 se repartit 
au-dessus de la phase d'absorption. 
io Lots de la centrifugation de l'etape (3°), les particules solides 

contenues dans l'echantillon liquide 5 migrent en fonction de leurs tailles a 
travers la phase d'absorption 2 et/ou la phase de revelation 1, en revanche le 
liquide dudit echantillon liquide 5 et les ingredients qui y sont dissous ne 
traversent pas la phase d'absorption 2. 
15 Apres la centrifugation de l'etape (3°), on retrouve au fond du 

tube 6a les particules les plus grosses et lourdes dudit echantillon liquide 5 
selon la repartition donnee ci-dessus pour les figures 1 et 2a-2b. 

Le fait que la phase de reflation 1 soit isolee du liquide dudit 
echantillon liquide 5 par la phase d'absorption 2, apres la centrifugation de 
20 l'etape (3°), d'une part, et que la phase d'absorption 2 absorbe les particules 
de faible taille, d" autre part, constitue un avantage. 

Les figures 4a [avant centrifugation] et 4b [apres centrifugation 
selon 1' 6 tape (3°)] ont trait a un systeme geiifie 10 selon 1' invention analogue 
a celui de la figure 3 mais comportant en plus, dans un tube de centrifugation 
25 a fond conique 6a, une couche d'huile (huile de paraffine), a savoir la phase 
de protection 4. On verse dans le tube 6a la phase de reflation 1, la phase 
d'absorption 2 puis la phase de protection 4, precede a une centrifugation 
(1000-3000 g pendant 10-20 minutes) pour tasser ledit systeme geiifie 10. On 
verse ensuite dans le tube 6a l'echantillon liquide 5 a tester. Ledit echantillon 
30 liquide 5 se repartit au-dessus de la phase de protection 4 (voir figure 4a). 

Lors de la centrifugation de l'etape (3°) Techantillon liquide 5 
migre a travers la phase de protection 4, et les particules solides qu'il 
conticnt migrent egalement en fonction de leur taille a travers la phase 
d'absorption 2 et/ou la phase de revelation 1, en revanche le liquide dudit 
35 ichantillon liquide 5 et les ingredients qui y sont dissous ne traversent pas la 
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phase d' absorption 2. Aprfes centrifugation, les particules les plus grosses et 
les plus lourdes se trouvent rdparties au fond du tube 6a comme indiqud plus 
haut. 

La figure 5 a trait k un systfcme g&iffc 10 selon 1' invention 
5 comportant irois couches, k savoir de bas en haut : la phase barrifere 3, la 
phase de relation 1 et la phase d'absorption 2, la couche 1 6tant un gel, la 
couche 2 6tant soit un gel soit une phase particulaire, et la couche 3 6tant soit 
un gel soit une paraffine solide. 

Dans un tube k fond sphdrique 6b, on verse successivemcnt la 
phase barrifcre 3 (prfalablement fondue, si elle est constitute par une 
paraffine solide k une temperature de RT& 50-55°C, puis refroidie), la phase 
de rtv&ation 1 puis la phase d'absorption 2. On procfede k une centrifugation 
(1000-3000 g pendant 10-20 minutes) pour tasser ledit systfeme gdifte 10. On 
verse ensuite dans le tube 6b Tdchantillon liqiride 5 k tester. Ledit <chantillon 
liquide 5 se rtpartit au-dessus de la phase d'absorption 2 avant la 
centrifugation de 1'dtape (3°). 

Lors de la centrifugation de l'6tape (3°) le liquide dudit 
6chantillon liquide 5 et les constituants dissous qu'il contient ne migrent pas 
k travers la phase d'absorption 2 ; seules migrent k travers le syst&me gflifi6 
10 constitud par I'ensemble phase d'absorption/phase de rtvllation/phase 
barri&re, en fonction de leur taille, les particules solides dudit Ichantillon 
liquide 5. Quand la phase barrifere 3 est une paraffine solide toutes les 
particules grosses et lourdes ne traversent pas son dpaisseur mais se 
rtpartissent en fonction de leur taille au niveau de l r interface phase de 
rtvdation/phase barrfere. 

La configuration des couches 2, 1 et 3 selon la figure 5 (il en est 
de meme pour le systfeme gdlifte des figures 6a et 6b) offre l'avantage de 
pouvoir diminuer l'£paisseur de la phase de rdv61ation 1 prise en sandwich 
entre la phase d'absorption 2 et la phase barrifcre 3 et d'am&iorer ainsi la 
lecture de la variation de OM soit k Toeil nu (changement de couleur) soit au 
moyen d'un colorim&tre. 

Les figures 6a [avant la centrifugation de I'dtape (3°)] et 6b [aprfes 
la centrifugation de 1'Aape (3°)] ont trait k un systfeme g£Ixfi£ 10 selon 
T invention, qui est analogue k celui de la figure 5, mais comportant en outre 
une couche d'huile 4 (huile de paraffine) constituant la phase de protection. 
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La repartition des particules soiides de 1'gchantillon liquide 5 s'effectue 
comme indiqud pour la figure 5, la phase de protection 4 permettant la 
migration dudit tfchantillon liquide 5 lors de la centrifugation de T6tape (3°). 

Les substances polymdriques qui interviennent & l'6tat gonfl£ dans 
5 les gels (de haut en bas) de la phase d' absorption 2, de la phase de relation 
1 et de la phase barrifere 3, sont avantageusement des particules de dextrane. 
Conviennent en particulier les produits de la gamme Sephadex® G 
commercialisms par la soci£t£ dite PHARMACIA FINE CHEMICALS 
(Uppsala, Sufede), & savoir : 
10 - pour la phase d 1 absorption 2, le produit G 2SC, 

- pour la phase de r6v£lation 1, les produits G 25 i G 100 dc 
granulora&rie dite grossifcre & moyenne, tels que G 25M, G 50C, G 
50M, G 75 et G 100 (le produit prfftrf 6tant G 100), 

- pour la phase barrifere 3, les produits G 150 & G 200 de granulomdtrie 
15 dite moyenne & superfine, tels que les G 150, G 150S, G 200 et G 200S 

(les produits pr6f6rfs 6tant G 200 et surtout G 200S). 

Les caract6ristiques de ces produits du type dextrane sont 
consignees dans le tableau I ci-aprts. 
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TABLEAU 1 



Phase 


Gel 




lAJIIuililC UC I lad 

(B) 


loimcineiu (MW) 
(C) 


Absorption 


G25C 


100-300 


1000-5000 


100-5000 


Relation 


G2SM 
G50C 
G50M 
G75 
GlOO 


50-150 
100-300 
50-150 
40-120 
40-120 


1500-30000 
1500-30000 
1500-30000 
3000-80000 
4000-150000 


500-10000 

500-1000 

500-10000 

1000-50000 

1000-100000 


Barrifere 


G 150 
G 150S 
G200 
G200S 


40-120 
10-40 

40-120 
10-40 


5000-300000 
5000-150000 
5000-600000 
5000-250000 


1000-150000 
1000-150000 
1000-200000 
1000-200000 



Notes : 

(A) : diametre en pm dcs particules a I'dtat sec 

(B) : peptides et prolines globulaires 

(C) : dextranes 

G 25C : "Sephadex® G 25 Coarse" 

G 25M : "Sephadex® G 25 Medium" 

G 50C : "Sephadex® G 50 Coarse" 

G 50M : "Sephadex® G 50 Medium" 

G 75 : "Sephadex® G 75" 

G 100 : "Sephadex® G 100" 

G 150 : "Sephadex® G 150 Superfine" 

G 200 : "Sephadex® G 200" 

G 200S : "Sephadex® G 200 Superfine" 



Dans les tableaux II et m ci-apres, on a donne* pour les gels 
prffifres, les caracteristiques relatives a la granulomdtrie a l'6tat gonfld et a 
la concentration, qui sont importantes selon 1' invention. 
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TABLEAU II 



Phase 


Gel 


Diametre des grains 


(jtm) a l'6tat gonfte 






(A) 


(B) 


Absorption 


G25C 


160-530 


172-516 


Revelation 


G 100 


90-320 


103-311 


Barriere 


G200S 


30-130 


32-129 


Notes : 








(A) : domaine de 1' invention 






(B) : domaine prtfdre - 







TABLEAU III 



5 



Phase 


Gel 


Coi 

(A) 


ncentration (g/i 
(B) 


ml) 

(Q 


Absorption 
, R6v£lation 
Barriere 


G25C 
G 100 
G200S 


0,2 
0,05 
0,04 


0,35 

0,1 

0,14 


1 

0,2 
0,2 


Notes : 

(A) : concentration minimale selon 1' invention 

(B) : concentration preTeree selon 1' invention 

(C) : concentration maximale selon 1' invention 



En se rgflrant aux concentrations minimales et maximales des gels 
founds dans le tableau IE, il convient de remarquer que : 

(1) si le gel en contact avec le liquide de l'6chantiilon liquide 5 (i.e. 
10 couche 1 de la figure 1 ou couche 2 des figures 3 et 5) est plus 

concentrg, il y a un risque de passage dudit 6chantiilon liquide 5 & 
travers ledit gel pendant la centrifugation ; 

(2) si tous les gels sont plus concentrts, la detection de la presence ou 
de 1' absence de microorganismes est gravement perturbte ; 

15 (3) si Tun au moins des gels est plus dilu£, on peut avoir des 

^changes de liquide entre l^chantillon liquide et le gel sous- 
jacent, d'une part, ou entre deux gels adjacents, d' autre part, ce 
qui fausse ladite detection. 
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On petit supprimer la phase barrifere 3, comme cela est illustrt par 
les figures 1, 2a-2b, 3 et 4a-4b, lorsque les grosses particules (erythrocytes, 
leucocytes, autres cellules) n'ont pas d'activite sur le rtactif induisant une 
variation de mcsure optique detectable. Cela est notamment le cas quand 
5 ledit rtactif est la resazurine. 

On peut supprimer la phase d v absorption 2 et la phase barrifere 3 
comme cela est illustre par les figures 1 et 2a-2b, quand aucune substance 
(dissoute ou particulaire) prdsente dans l'&hantillon liquide 5 n'a d'activite 
sur ledit rdactif induisant une variation de mesure optique detectable ou 
10 lorsque toute interference possible peut dtrc inhibee pendant la revelation de 
l'etape (4°). 

Si la concentration des microorganisme, qui sont 6ventuellement 
presents dans rechantillon liquide 5 k tester et qui ont migre lors de la 
centrifugation de re tape (3°) pour se trouver dans la phase de revelation 1 

15 (soit dans l'epaisseur de ladite phase 1, soit au-dessus de 1' interface phase 
1 /phase 3 ou phase 1/paroi infferieure du tube 6a), est superieure au seuil de 
detection du rdactif de la phase de revelation 1 induisant une variation de 
mesure optique detectable il n'y a pas lieu de proceder k la multiplication des 
microorganismes par culture in situ k l'etape (4°). 

20 En revanche, si apits ladite centrifugation la concentration des 

microorganismes est inferieure au seuil de detection, il est requis 
d'entreprendre ladite multiplication par culture in situ dans le tube de 
centrifugation au niveau de ladite phase de revelation 1, de preference k une 
temperature de 37°C. 

25 Le tube de centrifugation 6a, 6b ou 6c est realise en un materiau 

transparent (plastique ou verre). De preference, le tube de centrifugation 
utile selon r invention sera realise en plastique et fabrique par moulage. En 
variante, ledit tube peut £tre transparent sur au moins une partie de sa 
surface peripherique en regard de zone garnie avec la phase de revelation 1. 

30 Selon l 1 invention, le seuil de detection des microorganismes, 

rapporte k la concentration initiate desdits microorganismes dans ledit 
echantillon liquide 5, est de germes/ml, c'est-k-dire nettement inferieur 
au seuil de 1()5 germes/ml des techniques anterieures illustrees notamment 
par les tests Bac-T-Screen® et FiltraCheck®-UTI prtcites. 
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Cette amelioration est due au fait que, selon 1' invention, on (a) 
concentre les microorganismes de l'6chantillon liquide 5, qui ont migr6 lors 
de la centrifugation, dans la phase de relation 1, puis (p) le cas Ichgant, 
les fait multiplier dans le milieu nutritif . 
5 Pour concentrer les microorganismes dans la phase de r£v£lation, 

il est recommandg selon 1' invention de faire appel k une phase de n£v61ation 

I ayant un volume et une dpaisseur les plus faibles possibles. Par suite, la 
forme du tube de centrifugation sera choisie de telle fa$on que le facteur de 
concentration des microorganismes, qui est directement proportionnel au 

10 rapport volume de l'6chantillon & tester/volume de la phase de relation, 
soit maximal. Le volume de la phase de r6v61ation est d6termin£ par la 
formule V = nR^h (oil V est expriml en ml, R le rayon et h la hauteur sont 
exprim£s en cm). Plus le diamfetre du tube est faible, plus le facteur de 
concentration augmente. A titre d'exemple, le facteur de concentration peut 
15 fitre un multiple de 1(P quand le rayon du tube est divis£ par 10. 

Le capillaire du tube 6c permet une bonne concentration des 
microorganismes dans la phase de rtv&ation. 

Les figures 7 et 8 montrent des systfemes glliftes prgftrts selon 

I I invention, tels qu'ils se prtsentent aprfes centrifugation. Le tube de la figure 
20 7 t qui a un contenu similaire & celui de la figure 4b, comporte une phase de 

relation 1 de volume plus faible que ceux de la phase 2 et de I'lchantillon 
S, qui est logfe au fond dudit tube de centrifugation 6a dans la portion 
inflrieure de la partie conique. 

Le tube 6b de la figure 8, qui a un contenu similaire k celui de la 

25 figure 6b, prfsente un fond sph6rique (qui peut avoir un diamfetre plus petit 
que celui du reste du tube) ou est logl la phase barrifcre 3 et la phase de 
relation 1 . Ce fond est tel que la phase de relation 1 prise en sandwich 
enure la phase banifcre 3 inf<£rieure et la phase d* absorption 2 sup^rieure ait 
un volume et une gpaisseur les plus faibles possibles. 

30 A titre d'exemple, si on fait appel k un tube en plastique 

transparent, selon la figure 8, ayant un volume de 12 ml, un diamfetre 
intfrieur de 1,35 cm et dans lequel on introduit un volume de 6 ml 
d'6chantillon d* urine & tester, pour obtenir la phase de relation 1 sous la 
forme d'un anneau de 0,2 cm de hauteur, il faut que le volume de ladite 

35 phase 1 & utiliser ait pour valeur de V = x.(l,35/2) 2 .0,2 i.e., environ 
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0,3 ml. Le facteur de concentration (F) des microorganismes de 1' urine est 
alors de 6/0,3 = 20 pour qu'un anneau colorg soit visible. Comme la 
reaction positive d£bute par un point repr&entant moins du dixifeme du 
diamfetre du tube, le volume rgactionnel utile de la phase de relation 1 
5 devient alors de 0,003 ml, ce qui conduit & un facteur de concentration de 
6/0,003 = 2000, soit une augmentation du seuil de sensibility du facteur de 
concentration d'un multiple de 10^ vis6 ci-dessus. En variante, lorsque la 
section de la partie infdrieure du tube est diminude d'un facteur 10 (i.e. 
diviste par 10 ; soit 0,135 cm de diamfetre), V devient 0,3 x 10~2 ml, soit 

io une augmentation de 10^ du facteur F pour un anneau et une augmentation 
de 10* dudit facteur F pour un point. 

Les figures 9 et 10 prgsentent chacune un tube de centrifugation 
6c qui est en matifere plastique transparente (par exemple en polystyrene ou 
polycarbonate) et qui est utile selon 1' invention. Le tube 6c offire l'avantage 

15 de pouvoir proc6d6 k une numeration des microorganismes presents dans la 
phase de r£v£lation log£e dans le capillaire. 

Selon la figure 8, le tube 6c est pourvu k son extr£mit£ inf&ieurc 
d'un capillaire 7 situ6 le long de l'axe dudit tube et destin£ k recevoir la 
phase de rgvdlation (rgf£renc£e 1 ci-dessus). La partie cylindrique du tube 6c 

20 est en relation avec l'ouverture du capillaire 7 par I'intermddiaire d'une 
portion tronconique 20. La phase de relation est log6e dans le tube 
capillaire jusqu'& la ligne 22 qui correspond & 1* intersection du tronc de cone 
20 avec l'ouverture du capillaire 7. Au-dessus de la ligne 22 est logde, le cas 
£ch£ant, la phase de protection (r£f£renc£e 4 ci-dessus) et/ou la phase 

25 d'absorption (rgflrencde 2 ci-dessus). La paroi cylindrique ext&ieure du tube 
6c se prolonge vers le bas en regard du capillaire par deux pattes (ou 
prolongements) 8 et 9 qui sont sensiblement diam&ralement opposes et 
assurent la stability du tube quand il est disposd debout. Ces pattes 8 et 9 
constituent un socle ; entre elles sont mdnagdes deux fenetres permettant 

30 d'observer & 1'oeil nu ou au moyen d'un dispositif optique (colorimitre, 
spectromfetre, etc.) le contenu du capillaire 7 avant centrifugation, puis aprfes 
centrifugation ou culture en vue de proc6d£ & la numeration des bactdries ou 
des levures pr&entes. 

Le tube 6c de la figure 10 est r&disl de fa?on & procdder & la 

35 numeration des bactlries ou des levures prfsentes comme indiqud ci-dessus 
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pour le tube de la figure 9, d'une part, et k recueillir lesdites bactgries ou 
levures pr&entes afin de les identifier, d'autre part. Ce tube comporte un 
capillaire 7, une paroi tronconique 20 et une paroi cyiindrique interne 17, 
l 1 intersection de la surface 20 avec Fouverture du capillaire 7 constituant la 
5 ligne 22. L'ouverture de la portion cyiindrique 17 vers 1'extlrieur est soit 
parallfele & l'axe du tube 6c, soit en forme d'entonnoir comme repr£sent£ en 
11. 

La surface ext&ieurc du tube 6c de la figure 10 comporte au 
voisinage de l'extr6mit£ sup&ieure une ou plusieurs gorges 14 et/ou 15 ou 

10 peut etre log6 un joint torique (notamment en caoutchouc) non reprgsentd ici, 
Tune de ces gorges 14 est disposle entre deux collerettes ou Ifevres 12 et 13, 
une autre de ces gorges 15 est dispos^e entre la collerette 13 et la surface 
extgrieure 16 du tube. Une butde annulaire 18 est prfvue sur ladite surface 
ext6rieure 16. L'ensemble collerette 12 et/ou 13 + surface extfrieure 16 est 

15 destin£e k fetre obturfe par un bouchon cyiindrique notamment en matifere 
plastique recouvrant la partie sup6rieure externe du tube 6c jusqu'& la butfe 
18. Les pattes ou prolongements 8 et 9 servent de socle pour maintenir 
debout le tube de centrifugation 6c comme indiqu6 ci-dessus pour le tube de 
la figure 9. L'une de ces pattes 8 peut presenter une portion de surface 

20 dirigge vers I'extdrieur qui est plane, afin de recevoir le cas 6ch6ant, des 
indications manuscrites ou coll6es. Les pattes 8 et 9 peuvent Igalement 
comporter sur leur surface dirigde vers I'extdrieur un ensemble de plusieurs 
gorges 19 et de Ifevres 21 altern6es, de fagon & pouvoir, si cela est 
ndcessaire, log6 le tube 6c de la figure 10 (qui peut avoir une hauteur trfes 

25 petite notamment 30 mm) dans l'ouverture supdrieure d'un autre tube de 
centrifugation (plus grand) convenant au dispositif de centrifugation utilisd. 

L* observation et la numeration des bactdries ou levures prtsentes 
dans la phase de rgvdlation logde dans le capillaire 7 jusqu'k la hauteur de la 
ligne 22 sont effectudes comme indiqud plus haut pour le tube de la figure 9 

30 au moyen des fenetres m6nag6es entre les pattes 8 et 9. 

Pour recueillir les microorganismes presents dans la phase de 
rtv&ation log6s dans le capillaire 7 du tube de la figure 10, (1°) on retourne 
ledit tube pour jeter le surnageant, ladite phase de rtv&ation restart dans le 
capillaire, (2°) on place un joint torique dans la gorge 14, (3°) on insfere 
35 rensemble collerette 12 + joint logd dans la gorge 14 + collerette 13 4- 
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surface 16 k l'interieur de Touverture d'un second tube de centrifugation 
contenant le milieu liquide de recuperation, jusqu'k ce que le second tube de 
centrifugation vienne en contact avec la butee 18, le tube 6c etant maintenu 
retourne (c'est-fc-dire capillaire 7 dirigd vers le haut), (4°) on agite 
5 1'ensemble des deux tubes de centrifugation ainsi raccordds par leurs 
ouvertures, puis (5°) on centrifuge, k 1000-2000 g, pendant 2-5 minutes, 
pour faire passer la phase de revelation, initialement contenu dans le 
capillaire 7, dans le liquide de recuperation qui se trouve au fond du second 
tube. 

io Cette fagon de procdder permet la recuperation ais& des 

microorganismes presents sans contamination et sans perte notable. Cette 
technique est bien plus efficace que celle qui consiste k procdder au 
pr&fcvement de la phase de revelation logde dans le capillaire 7 au moyen 
d'une aspiration avec une seringue ; en effet les particules polymeriques 

15 gonfiees du gel constituant la phase de revelation ne passent pas facilement k 
travers r aiguille de la seringue du fait de leurs dimensions. 

En variante, on peut recueillir la majeure partie de la phase de 
revelation contenant des microorganismes en utilisant le tube de la figure 9. 
Dans ce but, (la) on jette le surnageant situe au-dessus de la ligne 22, (2a) 

20 on ajoute une solution aqueuse de lavage, obture le tube 6c et agite, (3a) on 
centriftige k 1000-2000 g pendant 2-5 minutes, (4a) on reproduit les 
operations (2a) et (3a) jusqu'fr ce que le surnageant soit incolore, (5a) on 
jette le surnageant resultant, ajoute une solution aqueuse de recuperation et 
agite pour recueillir le milieu liquide resultant contenant la majeure partie de 

25 la phase de revelation et par suite des microorganismes presents* 

D'un point de vue pratique, pour que la phase de revelation reste 
dans le capillaire lorsque le tube 6c est retourne avant agitation puis 
centrifugation, il est important que le diamfctre interne du capillaire soit 
inffrieur ou egale k 2,5 mm. Un diamfetre interne convenable se situe entrc 

30 1,2 et 2,3 mm. On a obtenu de tits bons resultats avec des diamfctres 
interieurs de 2,0 et 2,2 mm. 

Pour ameiiorer la sensibility de la detection des microorganismes 
et obtenir une bonne recuperation de la phase de revelation, il est 
recommande de satisfaire au moins une des conditions suivantes et de 

35 preference Tensemble desdites conditions : 



WO 96/29427 



32 



PCI7FR96/00419 



A- le diam&tre interne du capillaire est infdrieure k 2,5 mm, 
B- Tangle a de la portion tronconique 20 est infdrieur ou 6gale k 30° (i.e. 
< k/6), c'est-k-dire que la gdndratrice de cette portion tronconique est 
faiblement inclinde par rapport k l'axe vertical du tube (angle 
5 d'inclinaison inf&ieur ou dgale k a/2), 

C- le volume du capillaire est inffrieur ou 6gale k 0,6 ml et de preference 
inf&rieur ou 6gale k 0,1 ml. 

Si la condition B ou la condition C n'est pas satisfaite, il y a un 
risque de ddpdt de traces de phase de reflation sur la paroi interne du tube 
10 et par suite de microorganismes, surtout au-dessus du voisinage de l'inter- 
section 22. 
Exemple 1 

Dans un tube de centrifugation en plastique transparent, d'un volume 
de 5 ml et d'un diamfetre intdrieur de 1,10 cm on introduit successivement : 
15 - 0,5 ml d'un gel G 200S/eau distillde, dans lequel G 200S est k une 
concentration en poids sec de 0,2 g/ml et a une granulom£trie k l'dtat 
gonfld de 40-100 pm, pour former la phase barrifcre ; 
0,25 ml d'un gel G 100/milieu de culture aqueux, dans lequel G 100 est 
k une concentration en poids sec de 0,2 g/ml et a une granulomdtrie k 
20 l'6tat gonfl6 de 120-300 /xm, ledit milieu de culture aqueux ayant la 

composition suivante : 

bouillon de coeur-cervelle 37 g/1 

glucose 5 g/1 

agarose (type IX) 0,33 g/1 

25 pH 7,4 ±0,1 

et contenant 0,05 g/ml de rdsazurine, pour former la phase de 
rdv^lation ; et, 

0,5 ml d'un gel G 25C/eau distillde, dans lequel G 25C est k une 
concentration en poids sec de 1 g/ml et a une granulomdtrie k l'dtat 
30 gonfld de 40-1 10 /im, pour former la phase d'absorption. 

On procfede k une centrifugation (1000-3000 g pendant 10-20 
minutes k RT) pour tasser le systfcme gglifte resultant. En variante, ladite 
centrifugation de tassage peut fttre effectude aprfcs 1' introduction de chacune 
desdites phases avant d'introduire la phase suivante. 
35 On dispose d'un systfeme gdlifid pret k 1'emploi. 
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Exemple 2 

On introduit, au-dessus du systfeme gdlifid prdpanf selon 1' exemple 
1 ci-dessus, 1 ml d'huile de paraffine en tant que phase de protection. 

On obtient ainsi un dispositif pour ddtecter la presence ou 
5 1' absence de microorganismes dans un dchantillon d*un matfriau biologique, 
ledit dispositif dtant stable au stockage. 
Exemple 3 

Dans un tube de centrifugation en plastique transparent, d'un 
volume de 5 ml et d'un diamfetre int&ieur de 1,10 cm, on introduit 
10 successivement : 

0,5 ml de paraffine fondant k une temperature sup6rieure ou 6gale k 
50°C Q'introduction de cette paraffine est effectude k I'ltat fondu), 
pour former (aprfes refroidissement jusqu'fe RT) la phase barrifere ; 
0,25 ml d'un gel G 100/milieu de culture aqueux, dans lequel G 100 est 
15 k une concentration en poids sec de 0,2 g/ml et a une granulomdtrie k 

l'dtat gonf!6 de 103*311 /an, ledit milieu de culture aqueux ayant la 
composition suivante : 

bouillon de coeur-cervelle 37 g/1 

glucose 5 g/1 

20 agarose (type IX) 0,33 g/1 

pH 7,4 ±0,1 

et contenant 2 mM de H-L-Ala-NA en tampon phosphate (0, 1 M) k pH 
8,0, pour former la phase de relation ; et, 

0,5 ml d'un gel G 25C/eau distillde dans lequel G 25C est k une 
25 concentration en poids sec de 1 g/ml et a une granulomdtrie k 1*6 tat 

gonfld de 32*129 pm, I'eau distiltee utilises pour ^laborer ce gel 
contenant 0,06 g/ml d'EDTA, pour former la phase d'absorption. 

On procfede k une centrifugation (1000-3000 g pendant 10-20 
minutes k RT) pour tasser le systfeme gdlifid resultant. En variante, ladite 
30 centrifugation de tassage peut 6trc effectude aprfes 1' introduction de chacune 
desdites phases avant d'introduire la phase suivante. 

On dispose d'un syst&me gllifid pret k 1'emploi. 
Exemple 4 

On introduit, au-dessus du systfeme gflifi6 prfpard selon 1 ( exemple 
35 3 ci-dessus, 0,25 ml d'huile de paraffine en tant que phase de protection. 
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On obtient ainsi un dispositif pour detecter la presence ou 
1'absence de microorganismcs dans un echantillon d'un materiau biologique, 
ledit dispositif etant stable au stockage. 
Exemple 5 

5 On proc&de comme indique k V exemple 3 avec la difference que 

le milieu de culture aqueux utilise pour le gonflement de G100 en vue 
d'obtenir la phase de revelation contient en outre un r^actif de diazotation, le 
p-dimethylaminocinnamalddhyde . 
Exemple 6 

io Dans un tube de centrifugation en plastique transparent ay ant un 

fond conique, un diamfetre int£rieur (dans sa portion cylindrique) de 1 cm et 
un volume de 5 ml, on introduit successivement : 

0,20 ml d'un gel G 100/milieu de culture aqueux, dans lequel G 100 est 
k une concentration en poids sec de 0,2 g/ml et a une granulomere & 
15 1'ltat gonfie de 103-311 /on, ledit milieu de culture aqueux ayant la 

composition suivante : 



YNB 6,7 g/1 

maltose 20,0 g/1 

gentamycine 0,05 g/1 

20 cycloheximide 0,5 g/1 

pH 6,0 



et contenant 1 mM de H-L-Pro-pNA (ce milieu de culture contenant un 
substrat spdcifique des souches de Candida albicans permettant de 
distinguer lesdits Candida albicans des autres Candida), pour former la 
25 phase de revelation ; et, 

0,5 ml de kaolin micronis£ et ayant une granulometrie homogfene de 
0,055-0,060 /im, pour former la phase d' absorption. 

On tasse le systfeme geiifie resultant par centrifugation k 2000 g 
pendant 15 minutes k RT. 
30 On dispose ainsi d'un systime geiifie pret k 1'emploi, qui est 

spedfiquement destine k Y identification des Candida albicans parmi un 
ensemble de souches non isoiees de Candida. 
Exemple 7 

On introduit au-dessus du systfeme geiifie prepare selon 1' exemple 
35 6, 1 ml d'huile de paraffine, pour former la phase de protection et on 
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centrifuge k 2000 g pendant IS minutes k RT pour tasser le syst&me gdlifid 

rdsultant. 

Exemples 8et9 

On procfede comme indiqul k l'exemple 6 ci-dessus mais en 
5 utilisant comme milieu nutritif 0,20 ml du milieu nutritif de l'exemple 1 
contenant de la r&azurine pour 1'obtention de la phase de r£v£lation afin de 
preparer un syst&me gdlifid sp^cifique de la detection des bactfries (exemple 
8). A partir du systfeme g£lifi£ ainsi obtenu, on prepare selon l'exemple 7 un 
syst&me gglifil pret k 1'emploi qui est pourvu de la phase de protection 
(exemple 9). 
Exemples 10 et 11 

On procfede comme indiqu6 k l'exemple 6 ci-dessus mais en 
utilisant comme milieu nutritif 0,20 ml d'un milieu nutritif spdcifique des 
souches d' Aspergillus pour I'obtention de la phase de relation afin de 
preparer un systfeme gllifte sp&rifique de la detection de ces levures 
(exemple 10). A partir du systfeme gglifig ainsi obtenu, on prepare selon 
l'exemple 7 un sys&me gllifig prtt k 1'emploi qui est pourvu de la phase de 
protection (exemple 11). 
Exemple 12 

On a introduit dans les tubes contenant les systfemes gdifids 
pr6par£s selon les exemples 1 et 5, un volume de 1 k 4 ml d' urine st£rilis6e 
(oil on a introduit diffdrentes concentrations de souches & Escherichia coli) 
ou d' urine d'un patient atteint d* infection urinaire provoqu6e par des souches 
d'Escheridia coli. Aprfes 20 minutes de centrifiigation k 3000-5000 g et k RT 
on observe, avec un £chantillon d' urine d* infection urinaire contenant des 
souches d Escheridia coli k la concentration de 10$ CFU/ml, un point rose 
avec la rtsazurine (i.e. syst&me gllifig prgparg selon l'exemple 1) et un point 
rouge avec le mdlange H-L-Ala-NA/rdactif de diazotation (i.e. systfeme 
gdlifil prtpard selon l'exemple 5). Ces points colords situ^s au niveau de la 
phase de r£v£lation s'&endent et forment chacun un anneau colord aprfcs 
quelques heures k RT ou 37°C. 

Les r&ultats obtenus avec la r£sazurine ont 6l6 consigns ci-aprfes 
dans le tableau IV. 
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TABLEAU IV 

Ditection de touches d'Escherichia coli avec la risazurine 



Lecture 


Bacti 
10« 


Sries/ml 


en urim 
106 


; d'infec 
105 


tion urii 
< 10* 


laire 
103 


k t = 0,5 h 
U = 2h 


+ + + 
+ + + 


+ + + 
+ + + 


+ + + 
+ + + 


+ + 
+ + + 


+ 
+ + + 


+/- 
+ + + 



5 Exemple 13 

Des essais comptementaires ont 6t£ r6alis6s sur des lots d' urine 
provenant de SO personnes (35 personnes dtant atteintes d' infection urinairc 
bactdrienne, 15 personnes utitis6es pour contrdle ne souffrant pas d' infection 
urinairc). Les systimes gdiftes des exemples 1-5 ont 6\£ utilis6s 
10 simultandment pour chaque Ichantillon d' urine test6 2 ml d' urine ont 6t6 
introduits dans chacun des tubes de centrifiigation. 

Aprfes centrifugation & 3000-5000 g pendant 15 minutes k RT puis 
culture in situ & 37°C pendant 24 h, on a observe avec ces dchantillons 
d'urine une amelioration des Sen, Spe et NPV (pour de faibles 
15 concentrations bact&iennes) avec les systfemes gdliftes selon V invention par 
rapport aux tests Bac-T-Screen® et KltraCheck®-UTI prdcitds. Une partie 
des rdsultats obtenus est consignee ci-aprfes pour une concentration dans les 
6chantillons d'urine de lO^ bactdries/ml : 
Sen = 95-98% 
20 Spe = 93-97% 

NPV = 91-94% 
Exemple 14 

Le syst&me g61ifi6 de I'exemple 2 a 6t6 utilisd pour apprdcier la 
presence ou r absence de bactdries dans 8 blocs opdratoires. Les tubes (d'un 

25 volume de 15 ml), garnis dudit systfcme gdlifid et pourvus ou non d'une 
collerette du type entonnoir au niveau de leur orifice supdrieur, ont 6\£ 
disposes pendant 24 h dans des blocs opdratoires au voisinage des arrivdes de 
gaz, & une hauteur de 1,50 m et k une distance de 1 m du mur le plus 
proche. Avec une pipette, on a fait couler de 1'eau distillfc pour rincer la 

30 partie exposde de chaque tube et de chaque collerette prtsente. Aprfes 
centrifugation (30 minutes & 3000 g) et culture in situ & 37°C pendant 24 h, 
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on a pu ddtecter dans I'un des blocs opdratoires la presence de bactdries dans 
I' atmosphere ambiante (principalement des souches de Staphylococcus). Le 
bloc opdratoire containing a 6t6 st£rilis6. 
Exemple 15 . 

5 On a ddcoupd puis finement dilacdrd les filtres (membranes 

cellulosiques) des conduits deration de 6 blocs opdratoires. Le matdriau 
ainsi obtenu a 6t6 triturg avec de Teau distillde ; le surnageant resultant a 6t£ 
introduit & raison de 1 & 2 ml dans des tubes obtenus selon le proc6d£ des 
exemples 2 et 11. Aprfes centrifugation k 3000-5000 g pendant 15 minutes i 
10 RT puis culture in situ & 37°C pendant 24 h, on a pu ddtecter dans Tun des 
six blocs opgratoires la presence de bactdries (principalement des souches de 
Pseudomonas) et dans un autre desdits blocs opdratoires la presence de 
levures (dans le cas d'espfece des souches & Aspergillus). Les deux blocs 
opdratoires containing ont 6t6 stdrilisds. 
15 Exemple 16 

Du lait "clarifte" (i.e. ddlipidd) et st£rilis£ a 6t6 containing avec 
des souches de Candid* (k une concentration supdrieure ou dgale & 10^ 
germes/ml) et rdparti & raison de 2,5 ml dans des lots de tubes de 
centrifugation (5 tubes par lot) pnfparts selon le proc&te de P exemple 7 : 
20 - le lot A contenant des souches isol&s de Candida albicans, 
le lot B contenant des souches isol&s de Candida glabrata, 
le lot C contenant des souches isoldes de Candida krusei, 
le lot D contenant des souches non isol6es de divers Candida (i.e. des 
souches de Candida albicans assocides k d' autre s souches de Candida), 
25 et 

le lot tdmoin dtant constitud par ledit lait clarifid et stdrilisd. 

Aprfes centrifugation k 3500-4000 g pendant 20 minutes h RT f 
puis culture in situ & 37°C pendant l-2h, on a constatd que le systfeme gdlifid 
de 1' exemple 7 donnait une reaction colore positive avec les tubes des lots A 
30 et D et ne donnait aucune reaction colorde positive avec les lots B et C et le 
lot tdmoin. 
Exemple 17 

Un gchantillon d'hdmoculture (provenant d'un patient infectd) 
prtalablement mis en contact avec de la saponine (pour lyser les drythrocytes 
35 presents) est introduit & raison de 1 & 3 ml dans un tube de centrifugation 
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garni du systfcme gdiiffc pr6par6 scion le procddd de 1' exemple 4. On 
centrifuge h 3000-5000 g pendant 15 minutes k RT. Aprfes culture in situ k 
37°C pendant 1-2 h, on observe une reaction colore positive dans iedit tube 
de centrifugation, ceci indiquant la presence de bact£ries Gram-n6gatif dans 

5 Thdmoculture. 

En variante en introduisant dans la phase de relation ou dans 
l'ensemble phase de rtv61ation/phase d'absorption un antibiotique de fa$on & 
avoir un jeu de plusieurs tubes contenant chacun un antibiotique different, on 
peut apprtcier la resistance des bactdries contenues dans des hdmocultures 

10 vis-k-vis d'antibiotiques usuels. 
Exemple 18 

On dteoupe et dilacferc finement de la viande boeuf. Au matiriau 
ainsi obtenu, on ajoute du sfrum physiologique et des bactfries (10 7 
germes/ml de souches de Staphylococcus epidermuUs). On recueille le 
15 surnageant et 1* introduit & raison de 1-2 ml dans un tube contenant le systfeme 
g&ifid prepare selon le proc6d£ de l'exemple 2. 

On centrifuge & 3000-5000 g pendant 15 minutes & RT culture in 
situ & 37°C pendant 24 h. On observe le changement de couleur k la panic 
infdrieure de la phase de relation ce qui confirme la presence de bact6ries 
20 dans I'lchantillon teste. 
Exemple 19 

Dans un tube en centrifugation en plastique transparent d'une 
hauteur de 30 mm, qui est pourvu d'un capillaire (<I> = 2,2 mm ; volume = 
0,045 ml) et qui est conforme & la figure 10, on introduit successivement en 
25 centrifugeant aprfes chaque introduction (1000-3000 g pendant 10-20 minutes 
& RT pour tasser chaque couche : 

- 0,045 ml d'un gel G 100/milieu de culture aqueux, dans lequel G 100 est 
& une concentration en poids sec de 0,2 g/ml et a une granulomfetre k 
l'6tat gon.te de 103-311 pm, ce milieu contenant de la rdsazurine, et 
30 - 0,5 ml d'huile de paraffine. 

On introduit ensuite un 6chantillon d' urine d'un patient atteint 
d'infection urinaire provoqute par des souches d' Escherichia coli. Aprfes 20 
minutes & 3000-5000 g i RT on observe 1 heure aprfcs le ddbut de la 
centrifugation la coloration de la caract£ristique de la pr6sence de bactdries. 
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La numeration des bactdries est faite optiquemcnt (spectrom&tre, 
densitomfetre ou appareil de MacFARLAND destine & la mesure de la 
turbidimgtrie), le cas echeant avec des solutions d* urine etalon contenant 
chacun une quantity connue d % Escherichia coti. 
5 On rdcup&re la phase de revelation comme expliqud plus haut au 

moyen d'un deuxifeme tube de centrifugation contenant la solution aqueuse de 
recuperation afin de rdaliser des antibiogrammes pour apprerier la resistance 
des bacteries recueillis vis-i-vis de plusieurs antibiotiques. 

On obtient des rdsultats particulifcrement efficaces quand on 
10 diminue le volume du capillaire 7 jusqu'k 0,02-0,03 /il. 

Selon 1* invention, on prfconise un n6cessairc, kit ou trousse de 
dosage qui comporte au moins 

(1) un tube de centrifugation & fond conique 6a contenant un systfeme geiifie 
constitud, de haut en bas, de la phase de protection 4, la phase d' absorption 

15 2 et de la phase de revelation 1, un tube de centrifugation k fond spherique 
6b contenant un syst&me geiifie constitue, de haut en bas, de la phase de 
protection 4, de la phase d' absorption 2, de la phase de revelation et de la 
phase barrifere 3, ou un tube de centrifugation i fond capillaire 6c contenant 
un syst&me geiifie constitue de la phase de revelation sur laquelle repose, le 

20 cas echeant, la couche de protection et/ou 1' ensemble couche de protection + 
couche d' absorption ; et/ou, 

(2) des flacons contenant les materiaux constitutifs (i.e. le ou les gels, la 
substance particulaire, la paraffine solide et/ou la paraffine liquide) desdites 
phases, le reactif induisant une variation de mesure optique detectable en 

25 presence de microorganismes, et le cas echeant, le milieu de culture pour le 
gonflement de ladite phase de revelation 1 . 

On preconise egalement l'utilisation du procede et du syst&me 
geiifie selon 1' invention pour 

detecter la presence ou r absence de bacteries dans un dchantillon de 
30 sang ou d'urine, notamment dans le domaine du screening des 

hemocultures et du screening urinaire; 

identifier une souche de microorganisme dans un echantillon biologique 
en utilisant au niveau de la phase de revelation (a) un reactif induisant 
une variation de mesure optique detectable et (3) un milieu de culture, 
35 qui sont sperifiques de ladite souche. 
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proc&ier & la numeration des microorganismes presents dans la phase 
de rtv&ation, 

recueillir la phase de r6v6Iation contenant des microorganismes en vue 
d'6tudierces derniers, ou 
5 - determiner la resistance de souches de microorganismes vis-i-vis d'un 
ensemble d'antibiotiques usuels. 
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REVENDICATIONS 



5 1 . Precede de detection de la presence ou de I' absence de 

microorganismes appartenant & V ensemble des bacteries et des levures dans 
un echantillon liquide (5) d'un materiau biologique susceptible de contenir 
des cellules autres que celles desdits microorganismes, ledit precede, qui met 
en oeuvre une technique de separation sur gel, etant caracterise en ce qu'il 
10 comprend les Stapes consistant & : 

(1°) faire appel & un syst&me gllifig (10) qui (i) sdpare en fonction de leur 
taille les microorganismes, eventuellement presents dans ledit 
echantillon liquide (5) et qui proviennent dudit materiau biologique, 
des autres composants solides que peut contenir ledit echantillon 
15 liquide, (ii) est essentiellement impermeable & l'eau pouvant ttxc 

pr^sente dans ledit echantillon liquide et aux substances dissoutes 
eventuellement pr6sentes dans ledit echantillon liquide, et (iii) 
comporte au moins 

(a) une premiere phase (1), dite de revelation, qui est un gel 
20 comportant un milieu de culture de microorganismes et un rfactif 

induisant une variation de mesure optique detectable en presence 
de microorganismes, ledit gel etant un melange intime d'eau et de 
particules polym6riques absorbant l'eau, qui ont 6\6 gonfldes de 
telle fa?on que dans ledit melange intime lesdites particules 
25 polymeriques aient (a) une concentration en poids sec comprise 

entre 0,05 et 0,2 g/ml et (p) un diamfetre k I'etat gonfle compns 
entre 90 et 320 /im, l'eau dudit melange intime provenant en 
totalite ou en partie dudit milieu de culture ; 
(2°) introduire ledit echantillon liquide (5) dans un tube de centrifugation 
30 (6a, 6b) au-dessus dudit systfeme gdlifie (10) prdalablement dispose 

dans ledit tube de centrifugation ; 
(3°) centrifiiger le contenu dudit tube (6a, 6b) resultant ; et, 
(4°) reveler la presence ou l'absence de microorganismes dans ledit 
echantillon liquide (5) provenant dudit materiau biologique, au niveau 
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dc ladite premifcre phase (1) du systfcme gdliffc (10), par ledit rtactif 
induisant une variation de mesure optique detectable. 

2. Precede suivant la revendication 1, caracterise en ce que la 
revelation de l ! 6tape (4°) intervient aprfes multiplication des microorganismes 

5 sur ledit milieu de culture, k une temperature comprise entre la temperature 
ambiante et 45 °C, en au plus 24 h (de preference en 1-2 h) pour ies bacteries 
et en au plus 36 h (de preference en 24-30 h) pour les levures. 

3. Precede suivant la revendication 1, caracterise en ce que la 
centrifugation de retape (3°) est realisee k 1000-5000 g. 

10 4. Precede suivant la revendication 1, caracterise en ce que, k retape 

(1°), ledit sysfeme geiifie comporte en outre 

(b) une seconde phase (2), dite d'absorption, essentiellement 
impermeable k l'eau pouvant fetre prtsente dans ledit echantillon 
liquide et aux substances qui y sont dissoutes, qui retient dans sa 

15 masse les particules non solubles contenues dans ledit echantillon 

liquide et ayant une taille inferieure k 5 pm mais laisse passer les 
particules ayant une taille superieure ou egale k 5 pm lors de la 
centrifugation, et qui est constitute (i) d'un gel ou (ii) de 
particules de silice ou de silicate ayant une granulometrie 

20 inferieure k 0,1 pm, ladite seconde phase reposant sur ladite 

premiere phase, ledit melange intime etant essentiellement 
impermeable k 1'eau pouvant 6tre presente dans ledit echantillon 
liquide. 

5, Precede suivant la revendication 4, caracterise en ce que ladite 

25 seconde phase (2) est un gel constitue par un melange intime d'eau et de 
particules polymeriques absorbant l'eau qui ont 6t6 gonflees de telle fagon 
que dans ledit melange intime lesdites particules polymeriques aient (a) une 
concentration en poids sec comprise entre 0,2 et 1 g/ml et (p) un diam&tre k 
retat gonfie compris entre 160 et 530 ftm. 
30 6. Procede suivant la revendication 4, caracterise en ce que ladite 

seconde phase (2) est une couche constitute d'une matifere minerale 
microniste de fagon k avoir k retat sec une granulometrie inferieure k 0,1 
urn, d'une part, et ne gonflant essentiellement pas en presence d'eau, d'autre 
part. 
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7. Precede suivant la revendication 6, caracterise cn ce que ladite 
matifere minerale est choisie parmi l'ensemble constitul par la silice et les 
silicates, notamment le kaolin. 

8. Precede suivant la revendication 4, caracterise en ce que ladite 
5 seconde phase (2) renferme une ou plusieurs substances (i) inhibant les 

eventuels contaminants, (ii) lysant les cellules et/ou (iii) eliminant les lipides, 
qui sont contenus dans Iedit dchantillon liquide (5) provenant dudit materiau 
biologique et susceptible d'interferer & Ttftape (4°) en rdagissant avec ledit 
rfactif induisant une variation de mesure optique detectable en presence de 
10 microorganismes. 

9. Precede suivant la revendication 1 9 caracterise en ce que, k 1'etape 
(1°), ledit systfeme geiifie comporte en outre 

(c) une tnrisifeme phase (3), dite barrfcre, infranchissable lors de la 
centrifugation de 1'etape (3°), par les microorganismes Iventuel- 

*5 lement presents, ladite troisi&me phase etant disposde sous la 

premiere phase (1) de telle fagon que ladite premiere phase (1) 
repose sur ladite troisi&me phase (3). 

10. Precede suivant la revendication 9, caracterise en ce que ladite 
troisifeme phase (3) est une paraffine solide fondant & une temperature 

20 superieure k la temperature de multiplication des microorganismes. 

11. Precede suivant la revendication 9, caracterise en ce que ladite 
troisifeme phase (3) est un gel constitul par un melange intimc d'eau et de 
particules polymeriques absorbant 1'eau, qui ont 6t6 gonfiees de telle fagon 
que dans ledit mdlange intime lesdites particules polymeriques aient (a) une 

25 concentration en poids sec comprise entre 0,04 et 0,2 g/ml et (p) un 
diamfctre & l'etat gonfle compris entre 30 et 130 pirn. 

12. Precede suivant la revendication 1, caracterise en ce que, & retape 
(1°), ledit syst&me geiifie comporte en outre 

(d) une quatrifcme phase (4), dite de protection, qui (i) est une huile 
30 inerte de densite inferieure & celle de I'eau, de preference une 

huile de paraffine, (ii) avant centrifugation, repose sur (a) ladite 
premifcre phase (1) en 1' absence de la seconde phase (2), ou (3) 
ladite seconde phase (2) quand celle-ci est prfsente dans ledit 
systfcme geiifie (10), et (iii) aprts centrifugation seion 1'etape (3°), 
3 5 repose sur I'eau dudit echantillon liquide (5). 
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13. Proc6d6 suivant Tune quelconque des revendications 1 et 4 k 12, 
caractdris* cn ce que, k I'Aape (1°), on fait appel 

(i) k un systfeme g61ifi6 comprenant, de haut en bas, dans un tube de 
centrifugation k fond conique (6a) : 

5 - ladite quatrifeme phase (4), 
* ladite seconde phase (2), et 

- ladite premifcre phase (1) ; 

(ii) k un systfeme g61ifi6 comprenant, de haut en bas, dans un tube de 
centrifugation k fond rond ou sph&ique (6b) : 

io - ladite quatrifeme phase (4), 

- ladite seconde phase (2), 

- ladite premifcre phase (1), et 

- ladite troisifcme phase (3) ; 

(iii) k un systfeme g61ifi6 comprenant dans un tube de centrifugation k fond 
15 pourvu d'un capillaire 6c : ladite premifcre phase (1) sur laquelle repose, le 

cas dchdant, ladite quatri&me phase (4) et/ou ladite seconde phase (2) ; 
oxx ladite premiere phase (1) a un volume plus faible que ceux de ladite 
seconde phase (2) et dudit dchantillon liquide (5) pour concentrer les 
microorganismes lors de la centrifugation. 
20 14. Sysfeme g&fil (10) utilisable suivant le proc&tt de la 
revendication 1, ledit systfeme gfliffe, 6tant caract£ris£ en ce qu'il comporte 
au moins 

(a) une premifere phase (1), dite de relation, qui est un gel 
comportant un milieu de culture de microorganismes et un rgactif 
25 induisant une variation de mesure optique detectable en prtsence 

de microorganismes, ledit gel dtant un melange intime d'eau et de 
particules polymdriques absorbant 1'eau, qui ont 6\6 gonfldes de 
telle fagon que dans ledit melange intime lesdites particules 
polymdriques aient (a) une concentration en poids sec comprise 
30 entre 0,05 et 0,2 g/ml et (p) un diamfetrc k l'6tat gonfte compris 

entre 90 et 320 fim, Teau dudit melange intime provenant en 
totality ou en partie dudit milieu de culture. 
15. Systfeme gdlifif suivant la revendication 14, caract6ris6 en ce qu'il 
comporte en outre 
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(b) une seconde phase (2), dite d'absorption, essentiellement 
impermeable k l'eau pouvant Stre pr£sente dans ledit echantillon 
liquide et aux substances qui y sont dissoutes, qui retient dans sa 
masse les parricules non solubles contenues dans ledit echantillon 

5 liquide et ayant une taille inferieure k 5 pm mais laisse passer les 

particules ayant une taille supdrieure ou 6gale k 5 fim lors de la 
centrifugation, et qui est constitute (i) d'un gel ou (ii) de 
particules de silice ou de silicate ayant une granulomere 
inf&rieure k 0,1 pm, ladite seconde phase reposant sur ladite 
10 premiere phase, ledit melange intime etant essentiellement 

impermeable k l'eau pouvant fttre prfsente dans ledit echantillon 
liquide. 

16. Syst&me geiifie suivant la revendication 15, caract6ris6 en ce que 
ladite seconde phase 2 est un gel constitue par un melange intime d'eau et de 

15 particules polym&iques absorbant l'eau qui ont 6t6 gonfiees de telle fagon 
que dans ledit melange intime lesdites particules polyra6riques aient (a) une 
concentration en poids sec comprise entre 0,2 et 1 g/ml et (0) un diamfctre k 
1'etat gonfle compris entre 160 et 530 /un. 

17. Systfeme geiifie suivant la revendication 15, caracterise en ce que 
20 ladite seconde phase 2 est une couche constitute d'une matifcrc mindrale 

micronisde de fagon k avoir k 1'etat sec une granulomere inferieure k 0,1 
/an, d'une part, et ne gonflant essentiellement pas en presence d'eau, d'autre 
part. 

18. Systfeme geiifie suivant la revendication 14, caracterise en ce qu'il 
25 comporte en outre 

(c) une troisifeme phase (3), dite barrifere, infranchissable aprfes 
centrifugation, par les microorganismes tventuellement presents, 
ladite troisifeme phase etant dispose sous la premiere phase (1) de 
telle fagon que ladite premiere phase (1) repose sur ladite 

3 o troisteme phase (3) . 

19. Systfeme geiifie suivant la revendication 18, caracterise en ce que 
ladite troisifeme phase (3) est une paraffine solide fondant a une temperature 
supdrieure k la temperature de multiplication des microorganismes. 

20. Systfeme geiifie suivant la revendication 18, caracterise en ce que 
35 ladite troisi&me phase est un gel constitue par un melange intime d'eau et de 
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particules polym&iques absorbant l'eau, qui ont 6\6 gonfldes de telle fagon 
que dans ledit melange intime lesdites particules polymdriques aient (a) une 
concentration en poids sec comprise entrc 0,04 et 0,2 g/ml et (p) un 
diam&tre k l'6tat gonf!6 compris entre 30 et 130 pm. 
5 21. Systfcme gdlifid suivant la revendication 18, caract6ris£ en ce qu'il 
comporte en outre 

(d) une quatrifeme phase (4), dite de protection, qui (i) est une huile 
inerte de densit6 infgrieure & celle de l'eau, de preference une 
huile de paraffine, (ii) avant centrifugation, repose sur (a) ladite 
io premiire phase (1) en r absence de la seconde phase (2), ou (0) 

ladite seconde phase (2) quand celle-ci est prfsente dans ledit 
systfeme ggliffc (10), et (iii) aprfes centrifugation, repose sur l'eau 
dudit 6chantillon liquide (S). 
22. Tube de centrifugation pourvu & son fond d'un capillaire, utile 
15 pour mettre en oeuvre le proc6d6 suivant Tune quelconque dcs 
revendications 1 & 13, caractlrisl en ce que ledit tube comporte une surface 
interne tronconique 20 reliant la partie cylindrique du tube au capillaire, 
Tangle a du cdne 6tant inffcrieur i 30°, et en ce que la phase de relation 
est log6e dans la totality du capillaire (7). 
20 23. Tube de centrifugation selon la revendication 22 permettant la 
numeration des bactdries prdsentes dans la phase de r6v61ation et/ou la 
r£cup6ration de ladite phase de rfvdlation. 

24. Ndcessaire de dosage, utile dans la mise en oeuvre du proc£d£ 
suivant Tune quelconque des revendications 1 St 13, caract£ris£ en ce qu'il 
25 comporte 

(A) au moins un tube de centrifugation k fond conique (6a) contenant un 
systfeme gdliffc constitu6, de haut en bas, de la phase de protection (4), la 
phase d'absorption (2) et de la phase de relation (1), un tube de 
centrifugation & fond sphgrique (6b) contenant un systfeme g6iifi£ constitud, 

30 de haut en bas, de la phase de protection (4), de la phase d'absorption (2), de 
la phase de relation (1) et de la phase barrifere (3), ou un tube de 
centrifugation pourvu k son fond d'un capillaire 6c contenant un systfeme 
g6lifi£ constitud de la phase de rtvdlation (1) log6e dans le capillaire (7), une 
phase de protection (4) et/ou une phase d'absorption (2) reposant sur ladite 

35 phase de relation (1) ; et/ou 
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(B) des flacons contenant les materiaux constitutifs desdites phases, le rdactif 
induisant une variation de mesure optique detectable en presence de 
microorganismes, et au moins le milieu de culture pour le gonflement de 
ladite phase de revelation (1). 
5 25. Utilisation du precede suivant Tune quelconque des revendications 
1 & 13, ladite utilisation etant caracterisee en ce qu'elle comprend 

la detection de la presence ou de 1' absence de bacteries dans un 
6chantillon de sang ou d'urine, notamment dans le domaine du 
screening des hemocultures et du screening urinaire ; 
io - r identification d'une souche de microorganisme dans un echantillon 
biologique en utilisant au niveau de la phase de relation (a) un rtactif 
induisant une variation de mesure optique detectable et (p) un milieu de 
culture, qui sont sp6cifiques de ladite souche, 

la numeration des microorganismes presents dans la phase de 
15 revelation, 

le recueil de la phase de revelation contenant des microorganismes en 
vue d'etudier ces derniers, ou 

determiner la resistance de souches de microorganismes vis-k-vis d'un 
ensemble d'antibiotiques usuels. 
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